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variación  de la decoloración del efluente (C).
Figura  22:  Decoloración del efluente producida por C. gallica en medio Kirk con sorbosa y 40%  85
de  efluente. Los números  indican los días de tratamiento con el hongo.
Figura  23:  Zimograma de actividad lacasa, en  condiciones no  desnaturalizantes y revelados  con  86
2,6-dimetoxifenol, producida por C. gallica en medio Kirk con  sorbosa y  40% de efluente.
PM:  marcador  de  peso  molecular  (A).  Isoelectroenfoque  de  las  bandas  más  intensas
detectadas en los días 5 y 7 del zimograma. a: bandas de mayor peso molecular. b: bandas de
menor  peso  molecular  (B).
Figura  24: Diferencias en  el tamaño y la morfología de  los agregados de  micelio de Corioiopsis  86
gallica crecido en medio Kirk sorbosa control y con efluente.
Figura  25:  Cebadores utilizados  en  los estudios de  expresión del  gen cglccl  de C. gallica. El  87
diseño  se realizó a partir de la secuencia del ADNc de este gen.
Figura  26: Efecto de la adición de efluente de la industria cervecera sobre la actividad lacasa (A)  88
y  los niveles de transcritos del gen cglccl  de Coriolopsis  gallica  (iB) en  cultivos del hongo en
medio  Kirk  con sorbosa (control) y medio Kirk  con sorbosa y 40 % de efluente. Se tomaron
muestras  de medio  de  cultivo y  micelio en  diferentes  días  de la  cinética.  lcc: Amplificación
con cebadores internos específicos para  gen  de  lacasa  cglccl; gpdl:  Amplificación con los
cebadores  específicos  para un  fragmento del  gen que codifica para  la enzima gliceraldehido
3-fosfato-deshidrogenasa (gpdl).
Figura 27: Cantidades relativas de transcritos del gen cglccl y porcentaj de decoloración en  89
diferentes  días  del cultivo de  C. gallica en medio Kirk  con sorbosa y 40% de  efluente. Los
cálculos se  realizaron mediante cuantificación densitométrica de  los correspondientes
productos  de  PCR.  Las  unidades  arbitrarias  expresan  la  proporción  entre las  cantidades  de
transcritos  del gen cglccl  y las del gen que  codifican para  la enzima gliceraldehído 3-fosfato
deshidrogenasa  (gpd 1), es decir: lacasal(GPD 1mue,/GPD  imedia).
Figura  28:  Pirogramas de las  muestras V1, conteniendo 20% de efluente, antes (a) y después de  91
12  días de tratamiento con Coriolopsis galilea (b). La designación de  los picos se muestra  en
la  Tabla 6.
Figura  29:  Decoloración del  efluente con caldo  enzimático de  Coriolopsis gallica  obtenido a  94
partir  de  cultivos con alta  actividad  lacasa. Se comparan las  unidades de  color  (UC) en  la
mezcla  con enzima de dos muestras (A y  B) y en  el control. Se muestra además el cambio en
los  valores  de  actividad lacasa  en  las mezclas  con enzima  (A y  B)  durante  el  tiempo  de
incubación.
Figura  30: Cambios  en  el  espectro  visible  de  absorción,  en  el  primer  día  del  experimento,  94
debidos  al tratamiento del efluente  con caldo enzimático de  Coriolopsis gallica obtenidos a
partir  de cultivos con alta actividad lacasa.
Figura  31: Amplificación por  PCR  del  ADNc  del  gen cglccl de  Coriolopsis gallica. MX:  96
Marcador  de peso molecular.  A y B:  Resultado de las reacciones de  amplificación a partir de
dos muestras diferentes.
Figura  32: Alineamiento de las secuencias de nucleótidos del ADN genómico correspondiente al  97
gen  cglccl  de  Coriolopsis  gallica  (representado  en  la  línea  superior),  y  el  ADN
complementario, sintetizado por RT-PCR (representado en la línea inferior). En minúsculas
aparecen  las secuencias que codifican para intrones.
Figura  33:  Alineamiento  de  las secuencias  de  nucleótidos  del  ADN  complementario del  gen  98
cglccl  de Coriolopsis gallica (en letras minúsculas) y de otro ADNc  (cglcclA)  aislado por
RT-PCR  utilizando los mismos cebadores (en  letras mayúsculas). En  color amarillo se
resaltan las diferencias en los nucleótidos de ambos ADNc.
Figura  34:  Estrategia para la confirmación de la  existencia de un nuevo gen de lacasa (cglcclA)  99
en  Coriolopsis gallica. El análisis se basa en la pérdida en este gen de uno de los sitios de
reconocimiento  para  Sae  ¡  (1490 pb), detectada en la secuencia  del ADN complementario
donado.
Figura  35: Análisis de la posible existencia de un nuevo gen de lacasa de Coriolopsis gallica. A:  100
Digestión  con Sac  1 del producto de  la  amplificación por  PCR,  a  partir de ADN genómico
total,  utilizando  los  cebadores  específicos  para  el  gen  cglccl.  Se obtienen dos bandas
correspondientes  al corte del gen cglccl  en el sitio Sac 1 (localizado a  1490 pb) y una banda
de  mayor tamaño (2240 pb) que demuestra la pérdida del sitio de corte para esta enzima en el
nuevo  gen.  B: En el análisis de restricción con Sae 1 de varios clones obtenidos al donar  los
productos amplificados se aprecia que  una  de  las muestras (la señalada con flecha) tiene el
patrón  característico de la pérdida del sitio Sae 1. Se seleccionó este clon para ser secuenciado
y  analizar si correspondía  un nuevo gen de lacasa. MX: Marcador de peso molecular.
Figura  36: Comparación de las proteínas deducidas a partir de la secuencias de ADNc del gen  102
cglccl  (linea inferior) y  del ADNc del gen  cglcclA  (linea superior)  de  Coriolopsis gallica
(Identidad:  99,2%). En  azul se muestra el  péptido  señal, en  verde  los  sitios potenciales de
glicosilación,  en rojo  los sitios de  unión  a  cobre, en  morado las  cisteinas y,  remarcados en
amarillo  las diferencias detectadas en los aminoácidos de las proteínas.
Figura  37:  Representación  esquemática  del  clonaje  del  ADNc  del  gen cglcclA  de  lacasa  de  104
Coriolopsis  gallica  en el  vector  de  expresión  pYES2  .  Clonaje  en  Bam  Hl.  ADNc  con
extremos  Bgl II.
Figura  38:  Representación  esquemática  de  los  fragmentos  teóricos  prdducidos  por  las  105
digestiones con las enzimas de restricción Bam HI, Bgl 1 y la doble digestión Bam 1JJ-Bgl 1,
del  vector pYES2 (A) y el pYES2cglcclA  (B).
Figura  39: Electroforesis, en gel  de agarosa  al  1%, de los diferentes fragmentos generados en las  106
distintas  digestiones  con  enzimas  de  restricción  del  vector  de  expresión  pYES2  y
pYEScglccIA.  MX:  Marcador de peso molecular.
Figura  40: Electroforesis  en  gel  de  Agarosa  1%  de  los  ARNs extraídos  de  las  Levaduras  108
transformadas.  (LI: levadura transformada; Lic: levadura transformada control)
Figura  41:  Electroforesis en gel  de Agarosa  1% del fragmento generado en la reacción de  RT-  109
PCR  de  las  muestras  de  ARN  de  las  levaduras  transformadas.  MX: Marcador  de  peso
molecular.
Figura  42: Electroforesis  en gel  de  Agarosa  1% de los fragmentos obtenidos en  la reacción de  109
•  RT-PCR,  de  las muestras  de  ARN  de las  levaduras transformadas  crecidas en  medios con
glucosa.  MX: Marador  de peso molecular. gal:galactosa. Ckit: control interno del kit  de RT
PCR.
Figura  43:  Actividad  lacasa  de  las  levaduras  transformadas detectadas  en  placás con  medio  111
mínimo  URA,  con galactosa (A) y glucosa (B), ABTS 10 mM y CuSO4 0,1 mM. Tiempo de
incubación:  10 días.
Figura  44:  Actividad  lacasa  de  las  levaduras  transformadas  detectadas  en  placas  con medio  111
mínimo  IJRA,  con galactosa (A) y glucosa (B), 2,6-dimetoxifenol 10 mMy  CuSO4 0,1 mM.
Tiempo  de incubación: 10 días.
Figura  45:  Actividad  lacasa  de  las  levaduras  transformadas  detectada  en  placas  con medio  112
mínimo  URA,  con galactosa  en  A  y  galactosa/manosa (75%125%) en B,  ABTS  10 mM,
CuSO4  0,1 mM. 5 días de incubación.
Figura  46:  Actividad  lacasa  de  las  levaduras  transformadas detectada en placas con medio  113
mínimo  URA,  con galactosa  en  A  y  galactosa/manosa (75%/25%)  en B,  ABTS  0,2 mM,
CuSO4  0,1 mM. 5 días de incubación.
Figura  47:  Actividad  lacasa  de las levaduras transformadas detectadas  en  placas  con medio  114
mínimo  URA,  con ga’actosa, ABTS 10 mM y diferentes concentraciones de CuSO4 (A: 0,1
mM; B: 0,4 mM; C: 0,8 mM). 8 días de incubación.
Figura  48:  Actividad lacasa  de  las  levaduras  transformadas  detectadas  en  placas  con medio  115
mínimo  URA,  con  galactosa  y  manosa  (75%/25%), ABTS  10  mM  y  diferentes
concentraciones  de CuSO4 (A: 0,1 mM; B: 0,4 mM; C: 0,8 mM).  5 días de incubación.
Figura  49:  Actividad  lacasa  de  las  levaduras  transformadas  detectada  en  placa  con  medio  115
mínimo URA, con galactosa (75%) y manosa (25%), ABTS 10 mM y CuSO4 0,4 mM. 5
días  de incubación.
Figura  50: Ensayo de  actividad lacasa de las levaduras transformadas con el gen de lacasa de C.  117
gallica  (LI 8 AyB) en  mezclas con caldo enzimático y ABTS (10 mM). C4 AyB: levaduras
transfomadas  control.
RESUMEN
Las  industrias  papeleras,  textiles,  de  elaboración  de  aceite,  destilerías, cerveceras,  etc,  que
utilizan  materiales vegetales  como  materia  prima, producen  efluentes que  suelen contener  en su
composición altas proporciones de sustancias polifenólicas. Este tipo de efluentes no son depurados
fácilmente  con  los  métodos  convencionales, tanto  aerobios  como  anaerobios, debido
principalmente a la actividad antimicrobiana que presentan los compuestos fenólicos. Esto hace
que  se  impida  la  proliferación  adecuada  de  los  microorganismos que  han  de  llevar  a  cabo  el
tratamiento  de depuración.
La  producción de cerveza es llevada a cabo mediante la fermentación, mediada por levaduras
(Saccharomyces  cerevisiae)  usando  granos de cebada como materia prima. El  líquido fermentado
se  hace pasar a  través  de filtros de polivinilpolipirrolidona (PVPP),  que  retienen los compuestos
polifenólicos  presentes  en  la  cerveza.  De  esta  manera  se  consigue  reducirlos  y  se  obtiene una
cerveza  final  clara y  sin  turbidez.  Para  eliminar  los  polifenoles  adheridos  al  PVPP  se hace  un
lavado de los filtros con una solución de sosa, de manera que se obtiene un efluente alcalino (que
será  el utilizado en este estudio) de color marrón oscuro y una alta concentración de polifenoles
(principalmente taninos).
Los  polifenoles  presentes  en  este  efluente pueden  causar  un  gran  impacto medioambiental
cuando  son  vertidos,  junto  con  los  efluentes  finales,  a  las  aguas  fluviales.  Los  tratamientos
convencionales de depuración consiguen reducir las demandas química y biológica de oxígeno del
efluente final, pero no eliminan su color oscuro. El color de los efluentes supone, en sí mismo, una
contaminación  de las aguas de los ríos,  pues impide el paso de la luz y por tanto la fotosíntesis y la
oxigenación  causando  problemas  a  la  vida  acuática.  Por  ello,  resulta  de  interés  continuar  la
investigación  para  el  desarrollo  de  tecnologías  más  efectivas  en  el  tratamiento  de  este  tipo  de
efluentes.
Después  de la  lignina, los  taninos son el  segundo grupo de polifenoles más abundante en las
plantas.  Tanto  la  lignina  como  los taninos  comparten características estructurales  similares. Los
hongos  basidiomicetos  de  podredumbre  blanca  son  capaces  de  secretar  sistemas  enzimáticos
complejos  que degradan la lignina hasta compuestos de bajo peso molecular. La probada capacidad
de  los hongos basidiomicetos para  degradar compuestos polifenólicos tiene un gran potencial en la
decoloración y  disminución del impacto ambiental de efluentes procedentes de industrias que
utilizan  materias primas vegetales  en  sus procesos.  El  estudio  de las  enzimas degradativas de  la
lignina  se  orienta  principalmente  al  grupo  de  las  fenoloxidasas  (lacasas)  y  peroxidasas  (lignina
peroxidasa  y  manganeso  peroxidasa)  que  constituyen  familias  de  isoenzimas  que  han  demostrado
ser  altamente  eficientes  en  el  proceso  de  degradación  de  este  biopolímero  y  de  otras  moléculas
fenólicas naturales o sintéticas  relacionadas  estructuralmente  con él.
Coriolopsis  gallica,  pertenece  al  grupo de basidiomicetos  de  podredumbre  blanca  y  ha sido
seleccionado  para  el  presente  trabajo  por  su  capacidad  de  degradar  efluentes  de  distinta
procedencia como los de la industria papelera y textil.  La  lacasa  ha  sido  descrita  como  la  principal,
y  hasta la fecha, la única enzima ligninolítica de este hongo. Las lacasas son fenoloxidasas con una
baja  especificidad de  sustrato lo  que les permite degradadar un  amplio rango de  compuestos
polifenólicos.
El  presente trabajo consta  de  tres  partes  fundamentales.  En  la  primera,  se  realizó  una
caracterización del efluente procedente de la  industria  cervecera y se  analizó la  capacidad de
crecimiento y degradación de C. gallica sobre el mismo, con el objetivo final de aplicar este hongo
in  vitro en  el tratamiento de  este tipo de efluentes, o de aquellos que muestren características
similares. En la segund& parte,  y  una vez probada la capacidad de crecimiento del hongo en  el
efluente,  se  optimizaron  las  condiciones  de  cultivo  para  la degradación  del  efluente  y se estudiaron
los  mecanismos  involucrados  en  el  proceso  degradativo  con  especial  énfasis  en  la  maquinaria
enzimática responsable del mismo, así  como el aspecto molecular de la producción de lacasa por
este  basidiomiceto. De esta forma se estudió la expresión génica del gen de lacasa en condiciones
de  alta decoloración y la capacidad de esta enzima de decolorar el efluente in vitro, utilizando
caldos enzimáticos con alta actividad lacasa. La tercera etapa del trabajo consistió en la puesta a
punto  de un  sistema de expresión heterólogo del  gen de lacasa de C.  gallica en la  levadura
Saccharomyces  cerevisiae  como  una  herramienta  necesaria  para  expresar  el gen de  interés en forma
heteróloga,  obteniendo  proteínas  activas  con  gran potencial  en  usos  industriales.
1. INTRODUCCIÓN
1.1.  La cerveza.
Según  la  mitología  egipcia,  fue  Osiris,  Dios  de  la  agricultura,  quien  enseñó  a  la  humanidad  el
arte  de  fabricar  cerveza  (Bamforth,  2000).  La  cerveza  egipcia  se  producía  enterrando  cebada  en
recipientes  de  germinación  en  los  que  la  papilla  formada  fermentaba  por  la  acción  de  levaduras
salvajes. La adición del lúpulo, que da el amargor a la cerveza,  se  cree  que  procede  del  siglo  VII
a.C.  La fabricación de cerveza estaba extendida por el norte de Europa ya a comienzos de la era
cristiana,  y  hoy  casi  todos los  países industrializados de  Asia y  América tienen industrias
cerveceras. Los principales países productores de cerveza en la actualidad son Estados Unidos,
Alemania,  Rusia,  Reino Unido,  Japón y México.
Se  dice que la cerveza fue introducida en España, un país tradicionalmente vinícola, por Carlos
Y  en el siglo XVI. Tras su abdicación, el emperador instaló una pequeña fábrica de esta bebida en
el  monasterio de Yuste, al que le había acompañado un maestro cervecero. A partir de entonces, el
consumo de cerveza en nuestro país evoluciona lenta y positivamente y en tomo a 1900 aparecen
las  grandes  compañías  cerveceras  españolas: Mahou (1 a90), Aguila (1900), Cruz  Campo (1904)  y
Damm  (1910).
Actualmente,  en España,  hay alrededor  de  10 compañías cerveceras que cuentan con un total de
unas  22  fábricas  distribuidas  por  toda  la  geografia  española.  La  mayoría  de  estas  empresas
cerveceras  están  asociadas  a  compañías  multinacionales  y  la  mayor  parte  de  ellas  cuentan  con  una
acreditación  de  calidad  y  se  encuentran  en  proceso  de  obtener  la  acreditación  medioambiental,  que
alguna  de  ellas  ya  posee.  El nivel  tecnológico  medio  del  sector  es  alto,  demostrando  un  gran  interés
por aquellas innovaciones y mejoras aplicables.
La  producción  de  cerveza  en  España  durante  el  año  2001,  y  según  datos  de  la  asociación
Cerveceros de España (2002), fue de  alrededor  de  27,7  millones  de  hectolitros.  España  se consolida
con  su crecimiento sostenido como el tercer productor de cerveza de la Unión Europea, sólo por
detrás de Alemania y del Reino Unido; como el primer productor de cerveza del sur de Europa por
delante de Francia e Italia, y como el noveno del mundo.
Según  la reglamentación  Técnico-Sanitaria  Española,  “la cerveza  es la  bebida  resultante  de  la
fermentación  alcohólica,  mediante  levaduras  seleccionadas,  de  un  mosto  procedente  de  malta  de
cebada, sola o mezclada con otros productos  amiláceos  transformables  en  azúcares  por  digestión
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enzimática,  adicionado  con  lúpulo y/o  sus  derivados  y  sometido  a un proceso  de  cocción.  La  malta
puede  ser  sustituida  por  malta  de  cereales,  granos  crudos  que  contengan  féculas,  así  como
azúcares,  siempre  que  las sustancias  añadidas  no  excedan  del  50%  en  masa  de  la materia  prima
utilizada  “.
Tras  esta definición tan  técnica, la cerveza  desde  un punto de vista  nutritivo  puede considerarse
como  una mezcla de alimento y bebida que, fundamentalmente, se bebe por placer. En la cerveza,
la  buena calidad de cada uno de sus  ingredientes (agua, cebada, lúpulo y levadura) es indispensable
para  la obtención de un buen producto final.
El  agua es un  elemento esencial en su  elaboración, por  lo que ha de ser pura, potable, estéril,
libre  de  sabores  y  olores  extraños.  Según  su  composición,  tiene  gran  influencia  en  las
características  organolépticas de  la cerveza: de forma natural,  el agua contiene una serie  de sales
que  influyen de forma definitiva en su calidad. A la hora de elaborar la cerveza, los minerales más
importantes contenidos en el agua son el calcio, que influye en la turbidez y el color, los sulfatos,
que influyen en el amargor, y los cloruros, que afectan a la textura de la bebida.
La  cebada (Hordeum  vulgare)  es el  cereal que facilita el malteado. Su denominación procede
del  aragonés,  pero  en  castellano  se  utiliza  también  el  término  “hordio”,  del  vocablo  latín
“hórdeum”.  Las  cualidades de  la  cebada empleada en la  obtención de la  malta ejercen un  papel
fundamental  en la elaboración de la cerveza. Además de la cebada, en la fabricación de la cerveza
se  utilizan  otro tipo de materias primas  vegetales  como son  los  llamados adjuntos o sucedáneos
sólidos  y líquidos. Los sucedáneos sólidos más utilizados son las  sémolas de maíz y arroz. También
pueden  utilizarse granos de sorgo y de trigo. Entre los sucedáneos líquidos son empleados azúcares
o  jarabes de cereales, o extractos de algas marinas rojas o pardas.
El  sabor amargo tan  característico de  la cerveza  es  debido  al lúpulo  (Humulus  lupulus),  una
planta  trepadora  del  género  de  las  Cannabinaceas,  originaria  de  Japón.  Hoy  en  día  resulta
sorprendente  imaginar  una  cerveza sin  amargor,  pero hasta  que  empezó a  utilizarse  el  lúpulo la
cerveza  era  dulzona y  espesa. Las  flores  femeninas del lúpulo (también llamadas conos  o pifias)
contienen  en su interior unas glándulas de color amarillo, llenas de una resma llamada lupulina, que
es  el  principio  activo  que  los  cerveceros  buscan  en  el  lúpulo.  La  lupulina  aporta componentes
amargos que dotan a la cerveza de su característico amargor, contribuyen a la formación de espuma
y  ayudan  a  la  conservación  de  la  cerveza.  Además contiene componentes  aromáticos que
incorporan  aroma y sabor a la cerveza.
La levadura utilizada para la fermentación del mosto también influye de manera decisiva en
las  cualidades organolépticas de! producto terminado. Fundamentalmente, la levadura transforma
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los  azúcares que contiene el mosto de cerveza en alcohol y gas carbónico. Para su desarrollo, la
levadura  utiliza otros nutrientes presentes en  el  mosto que  son  transformados y  que  son
responsables del cambio organolptico que se opera en la cerveza.
1.1.1.  Etapas del  proceso  de  fabricación  de  la cerveza.
En  la actualidad, el proceso de elaboración de la cerveza emplea una avanzada tecnología con
objeto  de mejorar  la calidad y la  seguridad del producto final. La tradición de las primeras recetas
con  las que, hace miles de años, las antiguas civilizaciones elaboraban la cerveza, en cierto  modo
se conservan. En la figura 1 se esquemátizan las principales etapas en la fabricación de esta bebida.
En  primer lugar, se prepara  la malta que es  “el espíritu  de la  cerveza”. Se  obtiene por remojo,
germinación  y posterior secado y tostado de los granos de cebada, y contiene todos los elementos
necesarios  para  el  desarrollo de  la  levadura.  Después de  varias semanas  de reposo,  la  malta  se
muele  y se mezcla con agua caliente en una caldera, a temperaturas sucesivas de 45, 62 y 72°C en
lo  que se llama empastado Estas temperaturas provocan que los almidones contenidos en la malta
se transformen en azucares (Hough, 1990)  Este proceso se realiza en las malterias o en las mismas
instalaciones de la cervecera. La  malta se  recibe  a  granel,  se  pesa  y  se dirige  a  la  zona de  silos
donde se descarga.
El  mosto de malta es el líquido obtenido por tratamiento de malta con agua para obtener sus
principios  solubles. Las etapas que comprende el proceso de elaboración del mosto son: molienda,
maceración,  filtración, cocción, clarificación y enfriamiento (Fig.  1).
La  molienda tiene por  objeto triturar  la  malta para  lograr un tamaño de partícula que permita
una  maceración adecuada. La harina de malta se  mezcla con  agua y se vierte en cubas, donde se
produce  la maceración, consiguiendo que el almidón se transforme en azúcares fermentables y las
proteínas  en  púptidos y  aminoácidos,  que  constituirán  la  fuente  nitrogenada  necesaria  para  la
fermentación  posterior. Al final  del proceso,  la  mezcla  se somete a filtración, mediante una cuba
filtro  o filtro prensa, contribuyendo la propia  cascarilla de la  malta a  formar un  lecho filtrante. En
esta  etapa se separa  el mosto del bagazo (restos sólidos de la maceración). El jugo  obtenido de la
filtración  se introduce en una caldera donde se calienta junto  con el lúpulo hasta ebullición, con  lo
que  se  extraen las sustancias amargas del lúpulo,  se elimina  el  exceso de agua consiguiendo una
densidad  adecuada del mosto, se esteriliza el mosto y se precipitan los complejos de proteínas.
Para  la  clarificación  del  mosto  se  utilizan  unos  grandes  depósitos  llamados “Whirpool”, en
donde  se eliminan estos precipitados de proteínas, mediante un tipo especial de centrifugación. El
último  paso antes de la fermentación es el enfriamiento del mosto.
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Al  mosto obtenido se le inyecta aire estéril. En este momento ya esta listo para  la fermentación
que  comprende  las  siguientes  operaciones:  fermentación,  eliminación  de  las  levaduras  y
maduración  o guarda.
El  mosto frío  se introduce en grandes depósitos a los que se añaden las levaduras, previamente
preparadas,  que  crecen  hasta  agotar  el  oxígeno  y  fermentar  los  azúcares,  transformándolos  en
alcohol  y  anhídrido  carbónico  (CO2). Dado  que  ésta  reacción  es  exotérmica,  los  depósitos  de
fermentación  se refrigeran para mantener una temperatura adecuada, según el tipo de cerveza.
Maceración y Cocción Cuba  de  Filtración Whirpool
Figura 1: Esquema del proceso de fabricación de cerveza
Despacho Producto Envasado
Una  vez terminada  la fermentación primaria, se realiza la extracción de la levadura reutilizando
una  parte,  para  sucesivos procesos  de elaboración,  y  el  resto  de la  levadura  es  eliminada como
residuo.
Tras  la fermentación, la  cerveza pasa a grandes recipientes o tanques de guarda,  a temperaturas
de  O a 50  C.  Es ahí donde se produce la fermentación lenta, llamada también guarda o fermentación
secundaria,  en la que la cerveza  adquiere el sabor  y aroma definitivo. Dependiendo del tiempo de
Silos de Malta Agua
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permanencia  en las bodegas de guarda, se obtiene un tipo u otro de cerveza, que puede ser  más o
menos  fina.  Las  operaciones finales del  proceso  de  fabricación  de cerveza  son: centrifugación,
filtrado  y abrillantado, pasteurización, carbonatación y envasado (Fig. 1).
La  cerveza madura se puede centrifugar antes del filtrado para eliminar la levadura restante y
los  precipitados.  Esta  operación  se  realiza o no dependiendo del  tipo  de  lúpulo  añadido  y  la
levadura  empleada,  obteniéndose  buenos  rendimientos  para  levaduras  que  floculan  bien.  La
filtración  se  realiza  con  tierra  de diatomeas o  “Kieselguhr”,  con  las que  se  hace una  precapa  a
través  de la  cual pasa  la  cerveza. El  abrillantado o  estabilización coloidal  de  la  cerveza  puede
hacerse  mediante  placas  filtrantes,  que  están constituidas por  fibras  de  celulosa,  o  mediante
microfiltración tangencial, utilizando filtros de silicagel o de polivinilpolipirrolidona (PVPP) donde
quedan  retenidos los coloides de la cerveza y proteínas.
La  cerveza filtrada y abrillantada, se  introduce en un  depósito regulador presurizado que sirve
de  alimentador para el pasteurizador. El depósito y toda  la línea hasta la llenadora deben estar bajo
presión para que no se pierda el carbónico. Si la cerveza no tuviera  suficiente carbónico  se  le
inyecta en este momento.
La  estabilización  microbiológica  se  realiza  generalmente  mediante  pasteurización  aunque
existen  tecnologías de membrana que permiten realizar esta operación sin  necesidad de aplicación
de  calor. El tratamiento térmico se mide en unidades de pasteurización (PU), que equivalen a  un
minuto de tratamiento a 60°C. La estabilización microbiológica asegura que la cerveza mantenga
sus  propiedades por un periodo  de tiempo suficientemente largo. La cerveza se puede estabilizar
antes  o después  del envasado  dependiendo del tipo de envase que se  vaya a  usar. Así,  la cerveza
que  va a ser envasada en barriles se pasteuriza antes del llenado, debido al volumen de los barriles,
mientras  que las latas o botellas son pasteurizadas después de su llenado.
El  envasado puede ser en botellas, retomables o de un solo uso, en latas o en barriles. Las
líneas  de envasado son distintas según el tipo de envases.
En  Europa, las cervezas varían  mucho  en  sabor,  color y  fuerza,  y cada fase  del proceso de
elaboración es susceptible de alteraciones,  modificaciones e  intervenciones creativas. Con todo,
hay  una distinción básica en la familia de las cervezas: el tipo de levadura. Las cervezas elaboradas
con  levaduras flotantes (es decir, aquellas que flotan en la superficie del mosto en la fermentación)
reciben  el  nombre de tipo “ale”; las cervezas que se  elaboran con  levaduras que  fermentan en el
fondo  del fermentador reciben el nombre de tipo “lager”.
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1.1.2. Efectos medioambientales derivados del proceso.
Los  principales efectos medioambientales de las industrias del sector cervecero, se  localizan en
unas  pocas  operaciones básicas  que  son  comunes  a  la  mayoría  de  los  procesos  (Crous,  1994).
Dichos  efectos pueden resumirse en:
Consumo  de  agua:  Este  tipo  de  industrias  consume  grandes  volúmenes  de  agua,
fundamentalmente  en  las operaciones de limpieza  de equipos  e instalaciones y  en  el proceso  de
envasado.  También es  importante  el  agua  que  se  incorpora al  producto  (el 95%  del  peso de  la
cerveza  es  agua que  se añade  durante el proceso de elaboración). Los  consumos de agua pueden
oscilar entre 6 y 10 Hl de agua/Hl cerveza (Gil, 1995).
Consumo  de  energía:  Los procesos energéticos relacionados con  el proceso de elaboración de
cerveza,  se  producen  en  forma  de  calor,  vapor,  agua  caliente  y  electricidad (Crous,  1994).  La
repercusión  de la energía en los costes de fabricación se sitúa como promedio en torno al 5%. Este
consumo se reparte en 75% de energía térmica y 25% de energía eléctrica (Informes IDAE, 1997).
Vertido  de  aguas  residuales:  En  la industria  cervecera se produce un  gran volumen de aguas
residuales,  especialmente en operaciones de limpieza y envasado. El  vertido puede representar el
65-80%  del  total  del  agua  consumida  (van  Oeveren,  1993). Estas  aguas  presentan  una  carga
orgánica elevda,  sólidos en suspensión y vertidos puntuales de limpieza y vaciado de los baños de
la  lavadora de botellas con pH fuertemente alcalinos (Gil, 1995).
Tabla 1: Valores aproximados de referencia para algunos parámetros de las aguas residuales en
cervecerías (Arrieta y col., 1998).
Parámetros                            Valores aproximados
1.auniiia6-IÓHIagua/cerveza
65-80%aguaconsumida
bBo  específica0,8  Kg DBO/H cerveza
DBO  efluente1200-1800mg11
DQO efluente 1900-2500 mg/l
Relación DBOIDQO 0,65
Sólidos en suspensión 1000 mg/l
En  la tabla 1, se muestran algunos rangos típicos de estas aguas residuales. Las concentraciones
de  contaminantes dependen  del  consumo  específico  de  agua  o  ratio  vertido/producción, de  las
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pérdidas  que tienen  lugar durante la  fabricación,  el destino de los  subproductos o residuos, y  del
tipo  de  reactivos  químicos  empleados  (Perry,  1997).  En  general,  las  características  de  aguas
residuales  generadas  hacen necesario su tratamiento previo  al vertido a  la red de alcantarillado o a
un cauce natural, ya que algunos parámetros del vertido, suelen presentar valores por encima de los
permitidos en la normativa vigente (Gil, 1995; Arrieta y col., 1998).
Residuos  sólidos: La mayor  parte  de los residuos sólidos generados en las cervecerías son de
carácter  orgánico (bagazos, levaduras y fangos de depuradora), que pueden ser considerados como
subproductos  ya que tienen  valor como materia prima para otras industrias (alimentación humana,
alimentación animal, industria farmacéutica). También se generan elevadas cantidades de residuos
de  envase (vidrio, cartón, plásticos, restos metálicos) derivados de las operaciones de recepción de
materia prima y envasado.
Emisiones a la atmósfera: Las emisiones que se pueden producir en este tipo de actividad son:
gases de combustión, polvo originado en las operaciones con la malta, vahos de vapor de agua,
compuestos volátiles durante la cocción, la fermentación y maduración de la cerveza, CO2 y fugas
eventuales de fluido refrigerante.
Olores:  El  olor característico de  las cervecerías e  produce en  las fases  de  cocción y
fermentación del mosto o en la depuradora de aguas residuales.
Ruido:  Pueden  presentarse  problemas  con  el  ruido  en  algunas  operaciones  como  son  el
envasado,  la generación de frío o el tráfico de camiones.
1.1.3. Características  del  efluente  objeto  del  estudio.
El  efluente  objeto de  este  estudio  procede  de  la  regeneración,  con NaOH,  de  los  filtros  de
polivinilpolipirrolidona  (PVPP)  utilizados  para  la  clarificación  de  la  cerveza  en  el  proceso  de
abrillantado  o  estabilización coloidal de la misma, en los cuales quedan retenidos los polifenoles y
proteínas  de la cerveza. Si bien este efluente supone aproximadamente un  1% de efluente que llega
a  la  depuradora,  representa  un gran  problema  de  tratamiento  por  su  alta  carga  orgánica  Y  PH
altamente alcalino. Generalmente, los residuos líquidos resultantes de los lavados de estos filtros,
son  almacenados en tanques y  dosificados hacia las depuradoras lentamente, di!uyéndolos o
descargados  cuando se prevé que va a haber una descarga ácida.
Sin  un apropiado tratamiento de estabilización, la mayoía  de las elaboraciones convencionales
de  cerveza tienden a desarrollar velos coloidales insolubles que se forman, en gran medida, durante
el  periodo de fermentación en frío y almacenamiento (Howard, 1980). Estos velos se producen al
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polimerizar  compuestos polifenólicos presentes en la cebada, la malta, el lúpulo, el mosto y la
cerveza  (Harris, 1956, 1965;  Sogawa, 1973; Eastmond, 1974; Laws y  col.,  1976; Gardner y
McOuinness, 1977; Kirby y  col.,  1977; McMurrough y  col  1983; Wettstein, 1993). Por  este
motivo,  los polifenoles  son generalmente considerados  compuestos indeseables  y  son,  por  tanto,
frecuentemente  eliminados durante la  clarificación de la cerveza mediante la utilización de filtros
de  polivinilpolipirrolidona antes del envasado (Makkar y col., 1993; Maillard y col., 1996).
Por  otra  parte,  los  polifenoles  presentes  en  el  efluente  pueden  causar  un  gran  impacto
medioambiental  cuando son vertidos, junto  con los efluentes finales, a las aguas fluviales (Dipple y
col.,  1990). Las  elevadas  demandas química y  biológica  de oxígeno  son reducidas  mediante los
tratamientos  convencionales  de  las  aguas  residuales,  como  lagunas  de  oxidación  y  plantas  de
fangos  activados, que no  son  efectivos en  la  eliminación del color  de  los  polifenoles o  de
compuestos aromáticos complejos. El color de los efluentes es, en sí mismo, una contaminación de
las  aguas de los ríos, pues  impide  el paso de la luz y por tanto la fotosíntesis y la oxigenación
causando  problemas a la vida acuática. Por ello es necesario buscar una alternativa biotecnológica
que  permita  reducir  o  eliminar  el  alto  contenido  polifenólico  de  estos  residuos  de  la  industria
cervecera.
1.1.4. Taninos.
El  número  de  las diferentes  especies  químicas, que  se  agrupan  y  clasifican  bajo  el  término
general  de taninos,  es  elevadísimo. Para  el  cervecero sólo tienen  interés los que  están  presentes
durante  el  proceso de  elaboración de la  cerveza, sobre todo y  preferentemente, aquellos que
permanecen  solubles, bien  sea  en  forma  libre,  combinada o  transformada, como activos
componentes de la misma y responsables en buena parte, por un lado de su propio “carácter” y por
otro,  de estar directamente implicados en su estabilidad coloidal (Ros, 1998). Estos compuestos
proceden  de las materias primas utilizadas en el proceso: cebada, malta y lúpulo.
Los  taninos suelen definirse como polímeros fenólicos solubles en agua  que  precipitan  con
proteínas (Haslam, 1989). Sin embargo, muchos fenoles solubles que tienen propiedades análogas
estructurales  y químicas  a  los taninos  no precipitan proteínas. Hay también fenoles de alto peso
molecular  que tienen estructuras parecidas a los de taninos pero que no son  solubles en agua (Bate-
Smith,  1973;  Stafford  y  Cheng,  1980).  De  acuerdo  con  lo  anterior,  la  definición  que  se  basa
únicamente  en la  capacidad  de los  polifenoles  para  precipitar  proteínas  es  demasiado  restrictiva.
Horvath (1981) desarrolló  una  definición  más  amplia:  “cualquier  compuesto  fenólico  de  peso
molecular suficientemente alto, que contiene suficientes grupos fenólicos hidroxilos y otros grupos
apropiados (es decir, carboxilos) para formar efectivamente fuertes complejos con proteínas y otras
macromoléculas, en las condiciones ambientales particulares en las que han sido estudiadas”. La
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capacidad de formar complejos con minerales podría ser también agregada a  esta definición,
teniendo en cuenta que los taninos pueden formar complejos con el almidón y la celulosa, así como
también  con proteínas. Los taninos existen en mezclas con muchas otras clases de compuestos
fenólicos  de plantas.
Se  subdividen comúnmente en  dos grupos: taninos hidrolizables y  taninos condensados o
proantocianidinas. Los taninos hidrolizables están formados por monosacáridos esterificados en
varias  posiciones, con ácido gálico (Fig.  2)  y  elágico  entre otros (William y col., 1986). El tanino
hidrolizable  más abundante en la naturaleza es el ácido tánico  (Fig. 2), formado por una molécula
de  glucosa  esterificada  con  un  número  variable  de  moléculas  de  ácido  gálico.  Además,  las
moléculas  de ácido gálico también se unen entre sí, a través de uniones depsídicas, originando no
una  única  molécula,  sino todo  un  conjunto  de  estructuras  relacionadas,  con  un  mayor  o menor
número  de sustituciones. Los taninos condensados o proantocianidinas están formados por la unión
de  unidades flavonoides, siendo  las más frecuentes la catequina (Fig. 2), la  epicatequina, la rutina,
y  la morina.
OG-G
OH        G-GO
Catequina                          Ácidotánico(GGalollo)
Figura 2: Ácido gálico y algunas estructuras de taninos.
Los  taninos  tienen  una  amplia  gama  de  efectos  sobre  los  animales  y  los  microorganismos
(Waterman y Mole,  1994). Son la  segunda  sustancia  polifenólica más abundante en los vegetales,
después de  la lignina (Bhat y col., 1998), y presentan una gran semejanza estructural con ella
(William  y  col.,  1986).  En  animales,  especialmente rumiantes,  estos  efectos  incluyen
disminuciones  en la  ingesta de alimento y en la utilización de nutrientes y toxicidad a altos niveles
(van  Soest, 1994;  Chung y  col.,  1998). Los taninos  han  sido frecuentemente considerados como
tóxicos  para  los  microorganismos y  esta  actividad  es  debida  principalmente  a  la  inhibición de
enzimas,  privación de  sustratos,  acción  sobre  membranas y  privación de  iones metálicos (Reed,
1995;  Chung  y  col.,  1998). No  obstante  algunos  hongos,  bacterias  y  levaduras  son  bastantes
resistentes  a  los taninos y pueden incluso degradarlos (Scalbert, 1991; Saxena y col.,  1996; Bhat y
col.,  1997).
OH
Ácido gálico
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Aún  no  se  conocen  en  su  totalidad  las  funciones  de  los  taninos,  si  bien  queda  claro  que
intervienen  en  el  crecimiento  de  los vegetales  y  en  su  defensa  frente  a  distintos  agentes  patógenos
(Scalbert,  1991).  Su  capacidad  para  formar  fuertes  complejos  con  proteínas  es  el  aspecto  más
importante  de  sus  efectos  ñutritivos y tóxicos  (1-lagerman y  Butler,  1981).  La  fortaleza  de  estos
complejos  depende de las características de ambos, taninos y proteínas (peso molecular,  estructura
terciaria,  punto  isoeléctrico, y sitios  de enlace).  Los taninos tienen  un  número grande  de  grupos
hidroxil  fenólicos libres que  forman  enlaces de  hidrógeno fuertes  con  proteínas y  carbohidratos
(Haslam,  1989). Pueden también  formar  complejos con  proteínas mediante enlaces hidrofóbicos
(Oh  y  col.,  1980).  Además,  los  taninos  forman  enlaces  covalentes  con  proteínas  mediante
reacciones  de polimerización  oxidativa corno resultado del calentamiento, exposición a  radiación
UV  y la acción de una polifenoloxidasa (Reed, 1995).
1.2. Los hongos.
Los  hongos  pertenecen  al  Reino Mycota, el cual se caracteriza por ser organismos heterótrofos
que  obtienen su alimento de la materia orgamca, en descomposicion (saprofitos) o viva (parasitos),
a  traves de sus celulas, por medio de la absorcion  Son umcelulares o pluricelulares con  estructura
de  talo.  Al  igual  que las plantas  sus  células poseen una pared celular  pero se  diferencia de ellas
porque  está compuesta de quitina.
Pasan  la mayor partede  su vida en su  etapa vegetativa alimentándose por medio de filamentos
llamados  hifas,  que conforman  lós  micelios,  o  en  la  formá  unicelular.  Cuando  las  condiciones
ambientales  son apropiadas desarróllan su fase reproductiva formando carpóforos o setas. Durante
esta  fase, producen  esporas  sexuales (producto  de la  meiosis) que  son distribuidas mediante una
gran  diversidad  de  mecanismos  ambientales  y  que  les  permite  colonizar  nuevos  sustratos  o
aparearse  con  esporas  de  otras  cepas  de  la  misma  especie,  pero  de  distinto  sexo,  para  dar
continuidad  a su ciclo de vida. En algunos casos, cuando producen  estados asexuales, (como es el
caso  de Sporotrichum pulverulentum que  es  el  anamorfo de  Phanerochaete chrysosporium) los
micelios  desarrollan células especializadas que producen  conidiosporas, por simple mitosis, que es
un  mecanismo  de  reproducción  asexual  muy  eficaz  para  la  supei4ivencia  de  los  micelios.
Finalmente,  en  algunas  especies  se  desarrollan  esporas  de  resistencia  llamadas  clamidosporas  que
le  permiten  sobrevivir  en  condiciones ambientales extremas.
Los  hongos son importantes para  la humanidad por  muy diversas razones. Son, junto  con  las
bacterias,  los  degradadores  más  eficaces  de  todos  los  ecosistemas.  Algunos hongos  sostienen
estrechas  relaciones mutualistas con plantas superiores, invaden las raíces de estas últimas y luego
desarrollan  hifas hacia el suelo, incrementando así la capacidad de las plantas para absorber agua,
minerales  y  sustancias  nutritivas  del  suelo  al  disponer  de  mayor  superficie  radicular.  Estas
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asociaciones  se  denominan  micorrizas; su  presencia  generalizada aumenta considerablemente  la
densidad  de las poblaciones vegetales de casi todos los ecosistemas terrestres.
Ciertos  tipos  de  hongos  próducen  antibióticos  que  pueden  ser  extraídos  y  utilizados  para
combatir infecciones bacterianas. Las enzimas hidrolíticas de los hongos  se utilizan  en diversos
procesos  industriales. Cuando crecen sobre  salvado caliente de trigo o  de arroz  algunas especies
fúngicas  producen  una  amilasa  que se  usa  en la  fermentación  alcohólica.  Las  proteasas  que  se
obtienen  de  otros  hongos  se  emplean  en  la  fabricación  de  pegamento  líquido.  La  producción
industrial  de alcohol etílico (etanol)  se realiza por  fermentación de melaza de caña de azúcar o de
almidón  hidrolizado mediante enzimas  formadas por  otros hongos.  En el  proceso de elaboración
del  pan se añade levadura a la masa para producir dióxido de carbono. Los hongos se utilizan  en la
producción industrial de ácido cítrico, ácido glucónico y de ácido gálico, el cual todavía se emplea
en la fabricación de tintas y colorantes. Las resinas se elaboran a partir de ácido fumárico formado
por  el moho negro del pan  El ácido giberélico, que provoca aumento del crecimiento de las células
vegetales,  lo produce un  hongo que causa una enfermedad en las plantas de arroz.
El  aspecto negativo de los hongos son las enfermedades que  producen en el hombre como
enfermedades  cutáneas  (tiña  y  pie  de  atleta),  infecciones  vaginales, infecciones pulmonares.
Además  los parásitos micóticos también producen enfermedades en plantas, causando daños a gran
escala,  en los cultivos. Las  royas que atacan al trigo y  los tizones que destruyen las partes florales
de  muchas plantas son basidiomicetos muy  nocivos. Por otra  parte, una variedad de mohos pudre
frutas y verduras almacenadas después de la cosecha.
A  lo largo de la historia, la clasificación de los hongos ha presentado innumerables dificultades.
Entre  los principales temas de discusión sobre la clasificación de los hongos, se encuentra el hecho
de  incluir o  no  los  hongos dentro  del  reino vegetal.  Por  el  momento, se  acepta una  división del
reino  de  los  hongos  en  dos  grupos:  Mixomicetos  (hongos mucilaginosos) y  Eumicetos (hongos
verdaderos)  (Talbot,  1971; Alexopoulos y Mims, 1985). Los Mixomicetos a su vez se  subdividen
en  cuatro clases:  Acrasiomicetos,  Hidromixomicetos,  Mixomicetos  y  Plasmidioforomicetos. Los
Eumicetos  se separan en hongos  inferiores (comúnmente conocidos corno Ficomicetos, que en  la
actualidad  se  agrupan en dos subdivisiones: Mastigomicetos y Zigomicetos) y  hongos superiores.
Los  hongos  superiores se  clasifican en Ascomicetos, Basidiomicetos y  Deuteromicetos u  hongos
imperfectos,  en función de las características de las células en las que  se produce  la meiosis y  la
formación de esporas sexuales.
1.2.1.  Los hongos de podredumbre blanca.
La  lignina  es un  biopolímero  aromático  natural,  de  estructura  tridimensional  amorfa  muy
compleja  y variable, que forma parte de la pared celular de las plantas superiores y que se acumula
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preferentemente n la lámina media. En la naturaleza, la lignina se encuentra fuertemente asociada
a  la celulosa y hemicelulosa, y es el segundo compuesto rgánico más abundante n la superficie
terrestre, después de la celulosa, representando el 25% de la biomasa de las plantas (Higuchi,
1990).  Su  compleja  estructura  y  su  naturaleza  fenólica  la  hacen  resistente  al  ataque  de
microorganismos,  existiendo pocos  grupos  capaces de  alterar  o  degradar significativamente este
polímero.
En  los últimos años se  ha intensificado el  estudio de microorganismos capaces de degradar la
lignina.  Los principales conocimientos acumulados hasta la fecha sobre esta degradación aparecen
reflejados  en las siguientes revisiones: Cheng y Chang (1985);  Kirk y Shimada (1985); Buswell y
Odier  (1987); Kirk y  Farrell  (1987);  Eriksson y  col.  (1990);  Blanchette  (1991); Boominathan y
Reddy  (1992); Goid y Alie (1993); Reddy y D’Souza (1994); Cullen (1997); Garg y Modi (1999);
Leonowicz y col. (1999); Have y Teunissen (2001).
Entre  los  microorganismos que  participan  en  la  biodegradación  de  la  lignina  se  encuentran
diferentes  grupos de bacterias y hongos que producen su modificación o parcial despolimerización
(Berrocal y  col.,  1997; Hernández-Coronado y  col.,  1997; Garg y Modi,  1999; Claus,  2003). Sin
embargo, hasta el momento, los más eficaces y quizás los más estudiados degradadores de lignina
son  los llamados hongos de podredumbre blanca, que incluyen varios cientos de especies de
basidiomicetos y unos  pocos  ascomicetos  (Buswell  y  Odier, 1987; Kirk, 1987; Hatakka, 1994;
Cullen,  1997).
En  la  mayoría de los ambientes terrestres suele predominar la degradación fúngica de la
madera, sin embargo, en ambientes acuáticos o en tierras saturadas de agua, la madera es atacada
generalmente por bacterias (Blanchette, 1995; Bjordal y col., 1999). Las investigaciones sobre las
características  de  la  degradación,  asociadas  con  el  ataque  bacteriano  de  la  madera,  son  muy
recientes.  Aunque no  existe una  comprensión completa de cómo las bacterias degradan la madera,
se  ha  mostrado  que  ocurren  unas  pautas  claras  en el  ataque, y  se  han  descrito tres  principales
formas  morfológicas de la degradación de la pared celular del tejido vegetal por bacterias como son
la  erosión, la cavilación y la formación de túneles (Daniel y col., 1987; Singh y Butcher,  1991;
Blanchette, 1995; Daniel y Nilsson, 1998; Blanchette, 2000).
Se  han determinado un  buen número de bacterias capaces de degradar la lignina, entre ellas se
cabe  destacar  los  géneros Pseudomonas,  Flavobacterium,  Xanthomas, Aeromonas,  Nocardia,  y
Árthrobacrerjum  (Amer y Drew,  1980; Crawford y  Crawford,  1980; Crawford,  1981), pero en la
mayoría  de  los casos,  las bacterias  sólo transforman la  lignina haciéndola  menos tóxica  para  su
desarrollo.  Caso  especial es  el género  Streptomyces que pertenece al grupo de los Actinomicetos.
Esta  bacteria  filamentosa  ha  mostrado  capacidad  para  llevar  a  cabo  procesos  completos  de
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degradación  de  la lignina durante  el metabolismo primario (Crawford y Sutherland, 1979; Pasti y
col.,  1991).
Los  hongos degradadores de los materiales lignocelulósicos, presentes en la madera se dividen
en  tres categorías, según la naturaleza de lá degradación (Eaton y col.,  1980). Los nombres de estas
categorías  se  basan  en  las  características  visuales  de  la  degradación,  en  estado  avanzado
(Blanchette,  2000).  La  mayoría  de  los  hongos  de  los  dos  principales  grupos  que  producen  la
degradación,  se  clasifican taxonómicamente en la subdivisión Basidiomycota, y son los hongos de
podredumbre blanca y los hongos de la podredumbre parda. Un tercer grupo lo componen los
hongos  de  podredumbre blanda  que  se  clasifican taxonómicamente en  las  subdivisiones,
Ascomycota y Deuteromycota;
Hongos de podredumbre blanca.
La  denominación de estos hongos se debe a que, al degradar preferentemente la lignina de las
plantas leñosas, provocan la formación de un residuo de color blanco debido a la acumulación de
celulosa y hemicelulosas (González y col., 1986). La degradación de la lignina ocurre a través de
oxidaciones que provocán la progresiva despolimerización y liberación de compuestos de bajo peso
molecular  que, en algunos  casos,  son metabolizados hasta CO2 y agua  (Reid y Seifer,  1982; Cheng
y  Chang, 1985; Kirk  y Farrell, 1987). Esta característica, exclusiva de los hongos de podredumbre
blanca, de ser capaces, en determinadas condiciones, de mineralizar la lignina, despertó el interés
por  conocer los mecamsmos biologicos implicados en este proceso, con vistas  a  sus  posibles
aplicaciones  biotecnológicas.
Entre  los  hongos  que  producen  la  podredumbre  blanca  habría  que  distinguir  a  su  vez dos
grupos:  los  que degradan simultáneamente la  lignina y la  celulosa, y  los que preferentemente
degradan la lignina (Kirk, 1971; Blanchette, 1991). Entre los primeros se encuentra Phanerochaete
chrysosporium y  Heterobasidion annosum, entre  los  segundos, algunos hongos del  género
Pleurotus  y  Ganoderma (Zadrazil y  col., 1982; González y  col.,  1986; Zadrazil,  1987;  Ríos y
Eyzaguirre,  1992). Este segundo grupo es el que presenta unas çaracterfsticas más interesantes para
sus  posibles aplicaciones biotecnológicas, ya que éstas requieren una delignificación  que no afecte
de  modo significativo a la celulosa, como por ejemplo en la obtención de fibras en la fabricación de
papel  y tejidos, y en la mejora de la digestibilidad para su aplicación como forraje para animales.
Esta  degradación se  localiza,  generalmente,  en las células colonizadas por las hifas de los
hongos,  quedándose cantidades sustanciales de la madera sin degradar, produciéndose una erosión
progresiva  de  la  pared  celular,  cuando  los  componentes  se  degradan  simultáneamente  o  una
agresión  difusa,  cuando  es  atacada  por  hongos  que  degradan  preferentemente  la  lignina
(Blanchette,  1991). Las  pérdidas de fuerza entre los monómeros  de los  diferentes polímeros  çle la
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madera no son significativas hasta etapas avanzadas de la degradación (Cowling, 1961; Zabel y
Morreil,  1992). Los hongos de  la podredumbre blanca son parásitos comunes del duramen, en
árboles  vivos, y son degradadores agresivos de “escombros” leñosos en ecosistemas forestales
(Rayner y Boddy, 1988; Blanchette, 1991).
Phanerochaete chrysosporium (=Sporotrichum pulverulentum) ha sido, y es en la actualidad, el
hongo de podredumbre blanca más utilizado en los estudios de degradación de la  lignina. Este
hongo presenta ciertas ventajas para su uso como modelo: tiene un crecimiento rápido, hay algunas
cepas que son termófilas y produce esporas asexuales. Phanerocahete chrysosporium produce una
degradación simultánea de los materiales lignoncelulósicos, hecho que ha limitado su aplicabilidad
en  ciertos procesos biotecnológicos, como el biopulpeo. Otros hongos de podredumbre blanca muy
estudiados  a  nivel  fisiológico,  bioquímico y  genético  son Trametes  versicolor, Phlebia radiata
(Niku-Paavola y  col.,  1988)  Bjerkandera adusta (Field  y  col.,  1992)  y  Ceriporiopsis
subverinispora (Lobos y col., 1998).
Hongos  de podredumbre parda.
Los  hongos  de podredumbre  parda  o  cúbica  se  caracterizan  por  alterar  la  relación  entre  la
lignina  y  los  polisacáridos,  de  forma que,  sin  degradar  la  lignina, producen la  hidrólisis  de  los
polisacáridos  (Kirk  y Farrell,  1987). Descomponen fundamentalmente la  celulosa y  hemicelulosa
de  las maderas, observándose solamente una limitad.a disminución en el contenido de la  lignina o
transformaciones  a  nivel  de  desmetoxilaciones  e  hidroxilaciones en la  posición 2  del  anillo
aromático,  lo que produce estructuras ortodifenólicas que se autooxidan, y forman cromóforos que
dan  el color pardo al que deben su nombre (Kirk y Alder, 1969; Kirk,  1975; Kirk y Farell, 1987).
La  despolimerización de la celulosa se produce en las etapas iniciales de la colonización de la
madera,  causando una  sustancial pérdida de  las  propiedades fisico-mecánicas de  la  madera
(Eriksson y  col.,  1990), a  menudo más evidentes, visualmente, que las  características de  la
degradación (Wilcox, 1968). Los carbohidratos de la pared de la célula se degradan extensamente,
durante  la  degradación,  dejando  un  sustrato  modificado rico  en  lignina. La  madera  residual  es
marrón  y  a  menudo presenta  grietas  cuando se  seca  produciendo  la típica  forma  cúbica  que  la
caracteriza.  Los  hongos  de  la  podredumbre  parda  causan,  comúnmente,  la  degradación  de  la
madera  en  edificios, teniendo un gran impacto en  edificios antiguos e  históricos  (Jennings y
Bravery, 1991).
Hongos de podredumbre blanda.
Algunos  hongos  imperfectos del tipo ascomiceto como Aspergillus  (Drew y  Kadam,  1979) y
Fusarium  (Carnicero  y  col.,  1992; Rodríguez y  col.,  1994), producen  un  tipo  de  degradación
conocida como podredumbre blanda. Esta podredumbre fue caracterizada,  en un  principio, como
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una  superficie suave y  degradada de la madera, en condiciones de excesiva humedad (Savory,
1954). Sin embargo, la podredumbre blanda puede ocurrir también en ambientes secos y puede ser
macroscópicamente semejante a  la  podredumbre parda (Blanchette y  col.,  1990; Blanchette y
Simpson, 1992) Se reconocen dos tipos de podredumbre blanda. El tipo 1 consiste en la formación
de  cavidades  longitudinales generadas  en las paredes secundarias de las fibras por la acción del
hongo,  mientras que el tipo 2 se refiere a una forma  de erosión debida a  la degradación completa de
la  pared secundaria  de las células vegetales (Corbett, 1965). En el caso de la alteración tipo 2,  la
lámina  media no  es atacada y persiste aún en etapas avanzadas del deterioro. Las grandes pérdidas
en  la dureza de la madera se pueden asociar con el ataque de la putrefacción blanda. Las cavidades
formadas  en la madera, así como degradación extensa de la celulosa pueden tener como resultado
que  la madera adquiera características muy pobres en sus propiedades fis ico-mecánicas, siendo
visualmente  evidentes (Hoffineyer,  1976). Cuando el proceso de degradación progresa, ocurre una
pérdida  extensa  de  los  carbohidratos  y  las  concentraciones  de  lignina  aumentan  en  la  madera
residual.
1.2.2.  Principales  enzimas que intervienen en la degradación de la lignina.
La  identificación y  caracterización  de  los principales  componentes  del  sistema ligninolítico:
lignina  perosidasa (LiP) (EC  1.11.1.14) (Glenn y  col.,  1983; Tien y  Kfrk,  1983), manganeso
peroxidasa  (MnP) (EC  1.11.1.13) (Glenn y Goid,  1985), enzimas generadoras de 11202 (Kersten y
Kirk,  1987) y  lacasas  (EC  1.10.3.2) ha  conducido a  un  mejor  conocimiento  de  los  mecanismos
básicos  de la degradación de la lignina (Cullen, 1997).
De  estas enzimas que intervienen en la degradación de la lignina, las más estudiadas han sido
las  que están relacionadas con el ataque inicial a este polímero. Pertenecen, en su mayoría, a alguno
de  estos grupos: lignina peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (Mii?) y lacasas, por lo que el
término  “enzimas ligninolíticas” generalmente se refiere a enzimas de estos grupos.
Las  aspectos básicos relacionados con las enzimas ligninolíticas han sido publicadas en  dos
revisiones  recientes que enfatizan en el estudio de las lacasas (Leonowicz y col.,  2001) y la MnP
(Hofrichter, 2002).
1.2.2.1.  Enzimas  ligninolíticas.
La  lignina peroxidasa (Li?) es una glicoproteína monomérica que contiene un grupo hemo
(hierro-protoporfirina IX)  como grupo prostético (Tien y  Kirk, 1984). Esta enzima cataliza la
oxidación  de compuestos aromáticos  fenólicos  y no fenólicos  y se  ha demostrado su  capacidad  para
oxidar una amplia variedad de compuestos modelo de lignina (Glen y col.,  1983).
15
Introducción
El  papel de la LiP en  la ligninolisis podría  ser la transformación adicional de los fragmentos de
lignina que son liberados inicialmente por la MnP. La LiP no parece ser esencial en el ataque de la
lignina, varios hongos de podredumbre blanca sumamente activos como degradadores no excretan
esta  enzima (por  ejemplo, Ceriopsis subvermispora, Dichotomitus squalens, Panus tigrinus,
Rigidosporus lignosus) (Galliano y col., 1991; Maltseva y col., 1991; Périé y Goid, 1991; Hatakka,
1994).  Se describió por primera vez en Phanerochaete chrysosporium (Glen y col., 1983; Tien y
Kirk,  1984) y hasta  la fecha se ha detectado actividad LiP  en numerosos  hongos de podredumbre
blanca, aislándose hasta 10 genes codificantes para  esta enzima en Phanerochaete  chrysosporium
BKM-F-1767 (Tien y Tu, 1987; Naidu y col., 1990ab; Zhang y col.,  1991; Gaskell y col.,  1994;
Cullen, 1997). Otras especias de hongos interesantes de citar en los que se ha donado genes hp
son:  Trametes versicolor (Jónsson y  col.,  1994), Phlebia radiata (Saloheimo y  col.,  1989),
Bjerkandera adusta (Asada y col., 1992) entre otros.
Las  MnP constituyen el segundo grupo de hemoproteínas extracelulares que requieren de iones
manganeso libres para su actividad. Son también glicoproteínas que contienen el grupo tierno como
grupo  prostético. Inicialmente se consideró que la MnP representaba un papel secundario en la
degradación de la lignina, dada su incapacidad para degradar dímeros no fenólicos. Sin embargo,
actualmente se adepta que desempeña un papel muy importante en dicha degradación, ya  que
cataliza la oxidación de Mn2  a Mn3,  siendo el Mn3 generado un agente capaz de oxidar modelos
fenólicos  (originando radicales  fenoxilo) y no  fenólicos de lignina (Hammel  y  col.,  1989; Popp y
Kirk,  1991). Además,  dado  su  pequeño tamaño,  este  ion  puede  actuar  en zonas internas  de  la
lignina inaccesibles a un ataque enzimático directo.
Los  genes que codifican para  las MnP  son menos conocidos que los de las LIP, en cuanto a su
número  y  estructura.  Al  igual  que  la  LiP,  la  manganeso  peroxidasa  fue también  descrita  por
primera  vez en Phanerochaete chrysosporium (Kuwahara y col.,  1984). Se han  aislado y donado
genes  de  esta  enzima en  otros hongos  de  podredumbre blanca como Trametes versicolor
(Johansson y Nyman, 1996), Pleurotus ostreatus (Asada y  col., 1995), Pleurotus eryngii (Ruiz
Dueñas y col., 1999) y Ceriporiopsis ubvermispora (Lobos y col., 1 998 Tello y col., 2000).
Recientemente  se  ha  descrito  otro grupo de peroxidasas,  denominadas peroxidasas  versátiles
(VP), que se consideraran como un híbrido entre MnP y LiP, ya que pueden oxidar  no solamente
Mn2,  sino también compuestos aromáticos fenólicos y no fenólicos (Conesa y  col., 2002). Esta
peroxidasa versátil ha sido descrita en especies de Pleurorus y Bjerkandera (Heinfling y col., 1 998a
y  b; Mester  y Field,  1998).
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En  cuanto al tercer  grupo de enzimas ligninolíticas, las lacasas, son enzimas pertenecientes al
grupo  de las “oxidasas azules”, que contiene varios átomos de cobre en su estructura. Son enzimas
que,  a  diferencia  de  las  LiP  y  las  MnP,  no  necesitan  de  H202 para  su  acción  catalítica.  Se
descubrieron  antes que la LiP y  la MnP, pues probablemente, el primer estudio de la presencia de
lacasas  en hongos fue realizado en  1897 (Mayer y Harel,  1979). Rósch en 1965  ya les  atribuía un
papel  en los procesos ligninolíticos, pues se  vio que estaban presentes en la mayoría de los hongos
de  podredumbre blanca estudiados.
Si  bien  la  descripción de  las lacasas  es  muy  anterior  a  la  de  las  peroxidasas,  su  estudio  en
relación  a  la biodegradación  de  la  lignina fue, durante décadas, relegado a un segundo plano. Esto
se  debe fundamentalmente a  dos razones: por una parte,  el organismo tomado  como modelo de  la
degradación  de  la  lignina,  Phanerochaete chrysosporium, puede  degradar  eficientemente  este
polímero  en  condiciones  en  las que no se detectan lacasas. Por  otro  lado,  se  pensaba  que  los
sustratos  sobre los cuales actuaban las lacasas se restringían a  compuestos de tipo fenólico, ya que
su  potencial de oxidación podía no ser lo suficientemente alto como para producir la oxidación de
estructuras  no fenólicas. Esta  situación  ha  cambiado  radicalmente.  Recientemente  se  ha  visto  que
las  lacasas,  en  presencia  de  mediadores  redox  apropiados,  pueden  oxidar  compuestos  no  fenólicos
(Collins  y  col.,  1996;  Bourbormais y Paice,  1996; Eggert y  col.,  1996a;  Bourbonnais y  col.,  1998;
Johannes  y  Majcherczyk,  2000a).  Además,  se  han  identificado varios  hongos  de  podredumbre
blanca, entre ellos Trametes versicolor, que pueden degradar la lignina sin la participación de LiP
(Périé  y  Gold,  1991; Archibald,  1993; Rüttimann-Johnson y  col.,  1993;  Srebotnik y  col.,  1994;
Eggert  y  col.,  1 996b).  También  se  han  estudiado  mutantes  lacasa  negativos  de  Pycnoporus
cinnabarinus, en los que se  ha verificado una notable disminución de la capacidad de degradación
de  la lignina (Eggert y col., 1997).
Existen  lacasas intracelulares y extracelulares, fonnas constitutivas e  inducibles (Leonowicz y
Trojanowski,  1975; Bollag y Leonowicz,  1984). Han sido  caracterizadas como  enzimas  de baja
especificidad  de  sustrato,  que  reducen  el  oxígeno  molecular  a  agua  y  son  capaces  de  oxidar
monofenoles,  difenoles, polifenoles, aminofenoles y diaminas (Reinhammar, 1984).
La  Biología  Molecular de  las lacasas  ha  sido estudiada  exhaustivamente (Collins y  Dobson,
1997;  CuIlen, 1997; Mansur y col., 1997; Ong y col.,  1997; Karahanian y col.,  1998; Mansur y col.,
1998;  Hatamoto y col.,  1999; Holland y Tolman, 2000;  González y  col., 2003a y  b).  Los  aspectos
básicos  relacionados con  este tipo de enzimas aparecen desarrollados en las siguientes revisiones
(Thurston,  1994;  Sanchez-Ferrer  y col.,  1995; Giardina y  col.,  1996; Xu,  1996; Gianfreda y col.,
1999;  Xu,  1999; Dec y Bollag, 2000; Durán y Esposito, 2000;  Husain y Jan, 2000;  Rodakiewicz
Nowak,  2000; Durán y col., 2002; Mayer y Staples, 2002).
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1.2.2.2.  Enzimas  cooperantes.
Junto  a  las enzimas denominadas “ligninolíticas”, el hongo produce otras  enzimas implicadas,
de  modo indirecto, en la degradación de la lignina (Leonowicz y  col.,  1999). Dentro de este grupo
de  enzimas,  a  las  que  en  un  principio  se  les atribuyó  un  papel  secundario  en  la  degradación,
destacan las enzimas productoras de peróxido de hidrógeno (principalmente glucosas oxidasas,
ácido graso-CoA oxidasa, glioxal oxidasa y aril alcohol oxidasa). Se ha demostrado que, entre estas
oxidasas,  la  glioxal oxidasa es  la  única secretada  bajo condiciones ligninolíticas standard en
Phanerochaete  chrysosporium  (Kirk  y  Farrell,  1987), por  lo que sería la  enzima fundamental
dentro  de  este  grupo.  Una  propiedad  fisiológica  importante  de  esta  enzima  es  su  inactivación
reversible  en ausencia del sistema de las peroxidasas, lo que sugiere que la producción de H202 está
regulada  como respuesta a la demanda de las peroxidasas (Kersten, 1990; Kurek y Kersten,  1995).
La  tiroxinasa es otra de las enzimas que cooperan con las ligninolíticas en la degradación de la
lignina,  teniendo una importante función en la degradación, pues está  implicada en las reacciones
que  producen la ruptura de las uniones de lignina con la matriz de polisacáridos.
Por  otra  parte, el  que “in  vivo”  se  observe la  degradación de  la  lignina por las  enzimas
ligninolíticas, mientras que “in  vitro”  predomine  una  repolimerización de  los radicales libres
formados,  hace  que  se  consideren  también  importantes  un  grupo  de  reductasas  encargadas  de
reducir  los compuestos inestables formados en la degradación, impidiendo su repolimerización. En
este  grupo destacan las quinonas reductasas como la celobiosa quinona óxido reductasa y la NADH
quinona reductasa (Kirk y Farell, 1987; Ander y col., 1990).
Recientemente se ha desarrollado un enfoque diferente del complejo mecanismo enzimático
que  participa  en  la  degradación  de  los  sustratos  lignocelulósicos,  propuesto  por  Leonowicz  y
colaboradores  (1999). Estos autores parten de la hipótesis de la existencia de una interdependencia
por  retroalimentación en los  procesos de degradación de la lignina y la celulosa (Westermark y
Eriksson, 1974), de manera que ambos están relacionados en ciertos puntos, y pueden acelerarse
mutuamente.  Conciben  una  maquinaría  mucho  más  versátil,  constituida  por  múltiples  enzimas
capaces  de actuar individualmente o de manera cooperativa. Así, y  según su función, las enzimas
producidas  por los hongos ligninolíticos de podredumbre blanca, las clasifican en tres grupos:
E!  primer grupo lo forman las enzimas que actúan directamente sobre los constituyentes de la
madera,  tanto los carbohidratos, como la lignina. Dentro de las enzimas que actúan sobre la lignina
se  incluyen  las  ya  mencionadas,  LiP,  MnP  y  lacasas,  Y. además  las  dioxigenasas  como  la
protocatecuato  3,4-dioxigenasa; 1 ,2,4-trihidroxibenceno  1 ,2-dioxigenasa;  y  la  catecol  1,2-
dioxigenasa. El segundo grupo  incluye las enzimas que  cooperan con las del primer grupo, pero
que  no pueden atacar la madera por si mismas, como la  superóxido dismutasa y la glioxal oxidasa.
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Por  último,  el  tercer  grupo  está  formado  por  las  enzimas  de  retroalimentación,  que  enlazan
diferentes  vías  metabólicas  durante  la  descomposición  de  la  madera.  Entre  estas  se  puede
mencionar  la  glucosa  1-oxidasa;  piranosa  2-oxidasa  (glucosa  2-oxidasa);  aril  alcohol  oxidasa;
veratril  alcohol oxidasa, celobiosa quinona oxidoreductasa y celobiosa deshidrogenasa
Un  caso particular lo constituyen los llamados compuestos mediadores (Evans y col.,  1994). Se
ha.  discutido  la  posibilidad  de  que,  debido  a  su tamaño,  las  enzimas  del  complejo  ligninolítico
tengan  dificultades para acceder a las estructuras de la pared celular donde se  encuentra la  lignina.
Esta dificultad se vería resuelta, al menos parcialmente, por la acción de compuestos mediadores de
bajo  peso  molecular,  los  que  actuarían como mensajeros precursores de  la  degradación,
produciendo una primera desestabilización de  las  moléculas del  complejo lignocelulósico. Su
acción  permitiría  entonces  la  iniciación  del  ataque  ligninolítico  de  las  enzimas.  Entre  los
mediadores  de  bajo  peso  molecular  y  radicales  activos  estarían  el  alcohol  veratrílico,  oxalato,
malato  y  el ácido-3-hidroxiantranílico (Evans y col.,  1994; Eggert y  col.,  1 996a). En el caso de la
actividad  catalíticá  de  las  lacasas,  la función mediadora sería  desarrollada también por algunos
compuestos sintéticos,  como  el  1-hidroxibenzotriazol (HBT) y  3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico
(ABTS), que actuarían como transportadores de electrones e inhibidores de la repolimerización de
los radicales formados durante la degradación (Bourbonnais y Paice, 1990, 1992, 1996; Johannes y
col.,  1996).
El  descubrimiento de la cooperación entre nuevas enzimas, y de la participación de radicales y
pequeñas moléculas como mediadores en la degradación, explica cómo estos hongos son capaces
de  atacar un sustrato tan complejo como es la madera y que es normalmente resistente al ataque de
microorganismos.  Esto no descarta la existencia de otros mecanismos de ataque aún por descubrir,
o  de otras enzimas que puedan estar implicadas en la degradación, si bien esta hipótesis se basa en
reacciones  bioquímicas y es necesario corroborarla con al análisis de la expresión de los genes que
codifican  para las enzimas iñvolucradas en todas las fases del proceso.
1.2.3.  Estructura  y función de as lacasas.
Las lacasas fueron descritas por primera vez por Yoshida (1893) en el látex del árbol japones
Rhus vernicfera, y fueron caracterizadas como oxidasas que contenían metal por Bertrand (1985).
Pertenecen al  grupo  de  las enzimas llamadas “proteínas de cobre azules” u  “oxidasas azules”,
denominadas  así  por  el  color  azul  intenso que les confiere la  presencia de cobre. Este grupo
incluye,  además, las enzimas ascorbato oxidasa (presente en plantas) y la ceruloplasmina (prsente
en  mamíferos) (Messerschmidt y Huber,  1990).
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Son  consideradas  proteínas  monoméricas constituidas por  una  cadena  polipeptídica  de unos
500  aminoácidos  (Reinhammar,  1984;  Thurston,  1994).  Recientemente  se  ha  determinado  la
estructura  terciaria  de la lacasa  del hongo Coprinus  cinereus,  comprobándose que se  trata  de una
proteína  monomérica  de  504  aminoácidos  (Ducros y  col.,  2001).  La  estructura  es  similar  a  la
descrita  para  la ascorbato oxidasa  y  la  ceruloplasmina, presentando tres  dominios  en los  que  la
estructura  secundaria predominante es el barril-o,  con pequeños fragmentos de cx-hélice.
Las  lacasas  son  producidas  por  plantas  superiores  y  por  hongos  (Mayer  y  Harel,  1979;
Thurston,  1994;  Solomon y  col.,  1996; Harvey y  Walker,  1999). Aunque también  se  ha visto  la
presencia  de  estas enzimas en bacterias  (Claus y Filip,  1997; Alexandre y Zhulin,  2000; Hullo  y
col.,  2001;  Martins  y  col.,  2002;  Mayer  y  Staples,  2002;  Claus,  2003),  así  como  en  insectos
(Hopkins  y Kramer,  1992; Diamantidis y col., 2000;  Kramer y col., 2001). Sin embargo, algunos
de  los estudios que evidencian la presencia de lacasas en insectos se deben tratar con cautela, por
ejemplo la presencia de la actividad enzimática detectada en el mosquito Anopheles parece no ser
debida probablemente a una lacasa (Sidjanski y col., 1997).
La  presencia de lacasas en plantas superiores parece estar mucho más limitada que en hongos.
La  lacasa en  Rhus vernicfera  ha  sido  muy estudiada, y  la  enzima ha  sido  caracterizada
minuciosamente (Hüttermann y col., 2001). Toda la familia Anacardiaceae, de la cual este árbol es
un  miembro, parece contener lacasa  en  los  conductos de  resma y  en  la  resma  secretada
(Hüttermann  y col., 2001). Existen pocos estudios, de la presencia de esta enzima, en otras especies
de  plantas. El árbol Acer  pseudoplatanus  ha mostrado producir y secretar lacasa (Bligny y Douce,
1983; Tezuka y col.,  1993), al igual que Pinus  taeda  (Sato y col., 2001) y Populus  euramericana
(Ranocha  y  col.,  1999) que  contienen ocho  y  cinco lacasas,  respectivamente,  expresadas
predominantemente en el tejido del xilema. Otros estudios de Wosilait y  colaboradores (1954)
muestran la presencia de una lacasa en hojas de Aesculus parvJ1ora.
La  función de la enzima en los árboles es principalmente la de protección. Cuando los árboles
son  dañados, segregan una sustancia, llamada látex, que contiene gran cantidad de compuestos
fenólicos y lacasa. Al entrar en contacto la enzima con el aire, se induce una reacción catalítica de
oxidación de  los fenoles produciendo radicales libres, que polimerizan espontáneamente para
formar un plástico que sirve de protección a la herida hecha al árbol.
En  las plantas, las lacasas están implicadas en la síntesis de lignina en los tejidos leñosos (Bao
y  col., 1993), sin embargo, en los hongos estas enzimas están involucradas en la degradación de la
lignina (Ander y Eriksson, 1976; Kersten y col., 1990). Así mismo, se cree que juegan un papel
muy  importante en la patogenicidad de algunos hongos para las plantas (Leonowicz y col., 2001).
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En  Áspergillus nidulans se han purificado dos lacasas y estudiado sus funciones, determinando
que una de estas enzimas está involucrada en la formación del color verde del conidio (Clutterbuck,
1972) y la otra está localizada en las células de Hülle donde posiblemente participa en la síntesis de
pigmentos  (Hermann  y  col.,  1983).  En  otros  hongos,  como  Daldinia  concentrica  y  Lentinus
edodes,  la  actividad  lacasa  esta  asociada  con  la  formación  de  pigmentos  y  de  estructuras
responsables  de la rigidez  de  los  agregados  de  micelio.  En Lentinus  edodes,  Agaricus  bisporus  y
Schizophyllum  commune,  las  variaciones  en  la  concentración  de  lacasas  están  fuertemente
relacionadas con la formación de cuerpos fructíferos (Wood, 1980 a y b), teniendo un  papel muy
importante en la adhesión célula-célula (Leathman y Stahmann, 1981). Además, la lacasa en
hongos parece estar también involucrada en los procesos de esporulación.
El  estudio de estas  enzimas  se  ha incrementado  en los  últimos años,  lo que  ha permitido su
utilización  en  tecnologías  descontaminantes y  en  una  gran variedad de  procesos industriales
oxidativos que serán vistos más adelante.
1.2.4.  Reacciones  catalizadas  pór  las lacasas.
La  lacasa  es  un  oxidoreductasa  capaz  de  catalizar  la  oxidación  de  varios  compuestos
aromáticos  (especialmente fenoles) con la  reducción concomitante del oxígeno a  gua  (Thurston,
1994)  Esta  reaccion de  oxidacion basicamente se  inicia  a  partir  de un  sustrato fenolico  que  es
oxidado  por la acción de la enzima.
En  general as lacasas contienen cuatro átomos de cobre, que juegan un papel importante n los
mecanismos  catalíticos de la  enzima. Los átomos del cobre se  distribuyen en diferentes sitios y se
clasifican  en  tres  tipos,  según  sus  características  específicas  espectroscópicas  y  funcionales
(Yaropolov  y col.,  1994; Xii,  1996; McMillin y Eggleston, 1997; McGuirl y Dooley, 1999; Minussi
y  col.,  1999; Durán y col., 2002).
Además  de  las  lacasas  azules típicas,  también  se  han  identificado otros  2  tipos de  lacasa,
lacasas  blancas y amarillas, con propiedades catalíticas similares pero cpn diferencias en el centro
activo.  Las  lacasas  blancas  se  han  detectado  en  Pleurotus  ostreatus  (Palmieri  y  col.,  1997),
encontrándose  en su centro activo  2  átomos de hierro,  1  de zinc y 1 de cobre,  en  lugar de los 4
átomos de cobre típicos de las lacasas azules.  Las  lacasas amarillas se  han identificado en Panus
triginus, Phlebia radiata y Phlebia tremellosa (Leontievsky  col., 1999). Se diferencian de las
lacasas  azules en que no tienen sitios de unión a cobre tipo 1 que es el responsable de la coloración
azul  de la gran mayoría de las lacasas purificadas hasta el momento.
21
Introducción
HCL       Lacasa            HJOH                    o
cH,  jÇ  OCH3
o
p-Quinona
Formación     Polimerización y
Ca Carbonil    Formación Quinona
Figura 3: Reacción típica de lacasa: oxidación de fenol.
En  una reacción típica de lacasa (Fig. 3), un sustrato  fenólico es susceptible de oxidación con lo
que  se produce la sustracción de un electrón que genera un radical libre (Reinhammar y Malstrom,
1981).  Esta especie activa puede ser convertida a una quinona, en una segunda etapa de oxidación,
debido  a  que este producto inicial es  muy inestable. La quinona, así como el producto radical libre,
pueden  experimentar  reacciones  no  enzimáticas  espontáneas  que  llevan  a  la  polimerización
(Higuchi,  1989).  En  términos  generales,  la  lacasa  puede  operar  como  batería,  almacenando
electrones  de reacciones de oxidación individuales para iniciar la reducción molecular del oxígeno,
de  hecho,  se  ha  sugerido  que  otros  compuestos  intermedios  del  oxígeno  (del  tipo  superóxido)
también  están involucrados en estas reacciones (Messerschmidt y col., 1992).
Se  ha demostrado  que  la  lacasa  puede oxidar  compuestos  modelo  de la  lignina, produciendo
reordenaciones  en su  estructura  al  provocar  rupturas  en  los  enlaces alquil-aril,  oxidar  alcoholes
bencílicos  y  romper  anillos  aromáticos  generando  una  gran  variedad  de  compuestos  fenólicos
oxidados  (Bourbonnais y Paice,  1990, 1992). In vitro  se ha llegado a  determinar que estas enzimas
son  capaces  de  catalizar  reacciones  de  polimerización,  despolimerización,  metilación  y/o
desmetilación  (Leonowicz y col.,  1979).
Las  lacasas se  caracterizan por una baja  especificidad de sustrato ya  que catalizan la oxidación
de  monofenoles,  orto  y  para-difenoles,  aminofenoles,  polifenoles,  poliaminas,  algunos  iones
inorgánicos,  arilaminas y  varios compuestos fenólicos (Kawai y  col.,  1988; Eggert y col.,  1996a).
Todas  estas  características, además de  ser  fácilmente inducibles por  diferentes compuestos
(Fáharaeus y Reinhammar, 1967; Gigi y col., 1980; Ardon y col., 1996; Korolj ova-Skorobogat’ko
y  col., 1998; Carbajo y col., 2002) hacen que estas enzimas tengan un gran potencial de aplicación
en  procesos biotecnológicos.
02     2H,O
Radical Fenoxi
OH
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1.2.5.  Genes  que  codifican  para  las lacasas  y su  regulación.
La  mayoría  de  los  hongos  degradadores  de  lignina  crecen  en  hábitat  donde  hay  una  gran
variedad  de sustratos  de tipo  aromático,  existiendo una  dependencia  absoluta relacionada con  la
eficiencia  de su maquinaria enzimática que les permite degradar este tipo de moléculas. Este hecho,
pudo  producir una presión evolutiva que originó el surgimiento de familias de genes que codifican
para  diferentes izoenzimas (Valderrama y col., 2003).
Los  estudios bioquímicos de las enzimas ligninolíticas muestran  que las enzimas LiP,  MnP y
lacasas  son codificadas por familias de genes que se encuentran muy relacionados entre sí (Cullen,
1997).  Probablemente la existencia de este complejo sistema enzimático, con una gran cantidad de
isoformas, tenga que ver con la supervivencia del hongo.
El  análisis de secuencias de estos genes, que codifican para las enzimas ligninolíticas,  muestra
que,  en su multitud de variantes e isoformas, hay regiones que se encuentran muy conservadas. Las
lacasas  tienen  una alta  conservación en las regiones que codifican para  las uniones a  cobre de la
enzima,  que además muestran homología con las de genes que codifican para  la enzima ascorbato
oxidasa de plantas superiores y las ceruloplasminas de mamíferos, todas ellas agrupadas dentro de
las  oxidasas azules al  que pertenecen  las lacasas (Mansur, 1996). Las lacasas también  muestran
conservadas  las  posiciones  que  ocupan  los  diferentes  intrones  en  distintos  genes  de  lacasa
(Wahleithner y col., 1996).
El  primer gen de lacasa secuenciado fue el del hongo ascomiceto Neürospora crassa (Germann
y  Lerch,  1986). Más  tarde se  dieron  a  conocer las  secuencias de  otros genes  de  lacasa
pertenecientes  al  ascomiceto  Aspergillus  nidulans  (Aramayo y  Timberlake,  1990)  y  al
basidiomiceto  Coriolus hirsutus  (Kojima y  col.,  1990). Desde  entonces,  y  hasta  la  fecha (enero
2004)  han sido secuenciados genes  de lacasa de 30 especies diferentes de hongos (tabla 2), aunque
existen  evidencias de muchos más  genes  de  lacasa aún  sin  publicar.  Esto demuestra,  de manera
clara,  el gran interés que despiertan estas enzimas.
La  primera familia  de genes  de  lacasa  se  describió en  1993,  cuando  Perry y  colaboradores
demostraron  la presencia de dos genes  de lacasa  en un  mismo cromosoma de Agaricus  bisporus.
Más  adelante se  describió una  familia de 5 genes  situados en diferentes cromosomas en Trametes
villosa  (Yaver y col., 1996; Yaver y Golighytly, 1996); 4 genes en Rhizoctonia solani, de los cuales
tres  de  ellos  estaban situados en “tandem” (Wahleithener y col.,  1996); familia  de  3 genes  en
Pleurotus ostreatus (Giardina y col.,  1995; 1996; 1999) y  en el  basidiomiceto Trametes  sp. 1-62
(Mansur y col.,  1997; González y col., 2003b); 2 genes en Trametes versicolor (Ong y col.,  1997) y
Lentinula  edodes (Zhao y Kwan, 1999).
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Tabla  2:  Genes  de  lacasa de  hongos cuyas  secuencias  han sido publicadas.
Especie genes Referencia
Agaricusbisporus2 PerryycoL,i993i
j.lberl   herr  y 
•icoPM11Coflycol  1993cóL,2O2
eriIpsissubvermjsporaarahaniany  coL 1998
Coprinuscinereus3    Yavery coL, 1999
Coprinuscongregatu1imycol;2001
Coriolopsisgailica-Caivo995-
TóiiiTrst7tüsjJ-.—
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..----—-.---
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urotus  Eu               4Giina  y cl  19i.1f999  Okiioto’  ai  óo
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-ir21998;-
-.--.-----.--
                                                               -.---Ir  ywiÑ     i::
Schizophillumcommunei1:i  ir          ..-  .-.—
 1r11-
:lmepuscens-—.,.--
Trametessp::1...   ur  Li9i;  González2’-
:
Trametesversicolor1 JÓnsonycoL,  1995—1Trarnetesersicolor2 •
Trarn efes  vil!osa.  1. ónv  coLT. i997:  OCallaghan y col.,  2ób2
Yaver  y Goliqhtly 1996 Vaver y col  1996        1
La  regulación de la expresión génica varía entre los genes que codifican para los diferentes
tipos de enzimas ligninolíticas, en las distintas especies de hongos de podredumbre blanca, incluso
es diferente para las cepas de una misma especie. Genes de secuencia muy similar, que pertenecen
a  una misma familia, pueden presentar un patrón de expresión diferencial que los distinga (Pease y
Tien,  1992;  Wahleithner y  col.,  1996;  Yaver  y  Golighly,  1996;  Yaver  y  col.,  1996; Collins  y
Dobson,  1997; CuIlen, 1997; Gettemy y col.,  1998; Mansur y col.,  1998; Smith y col., 1998; Zhao
y  Kwan, 1999; Palmieri y col., 2000; González y col., 2003a y b). Con el desarrollo de las técnicas
basadas en la transcripción reversa acoplada  la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se
ha visto facilitado el estudio de esta expresión diferencia!.
Existen  diversos parámetros  de cultivo que  pueden afectar  los  niveles  de expresión de  estas
enzimas,  como son las fuentes de carbono y nitrógeno (Pease y Tien,  1992; Gettemy y col.,  1998;
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Mansur  y  col.,  1998; Zapico, 1999; Téllez, 2002), la  adición de  alcohol veratrílico u  otros
inductores (Leisola y col., 1987; Barbosa y col., 1996; Hofrichter y Fritsche, 1997; Mansur y col.,
1998; Carbajo y col., 2002; González y col., 2003b; Arana-Cuenca y col., 2004), de ácidos grasos,
manganeso, los cambios de temperatura (Ashter y col., 1988; GoId y col., 1991), la presión parcial
de  02 (Reid y Seifert, 1982), la presencia  o ausencia de agitación (Ashter y col., 1988) y el pH
(Reid,  1979).
La mayoría de los hongos ligninolíticos producen lacasa constitutivamente. Pero se ha visto que
variando  las condiciones de  cultivo o  adicionando inductores, como la  2,5-xilidina, el  ácido
ferúlico o  el alcohol veratrílico entre otros, es posible inducir la producción de otras lacasas o
potenciar  a  las  presentes. Esto  se  hace  evidente en  el  caso  de  Pleurotus  ostreatus  que
constitutivamente produce una lacasa (Youn y  col., 1995)  pero al  cambiar las condiciones del
medio  de crecimiento es posible inducir la  producción de  otras 6  enzimas con características
catalíticas diferentes (Eichlerova y Homolka, 1999; Giardina y col.,  1999; Tinoco y col., 2001).
Algo similar sucede con las enzimas de Rhizoctonia solani (Wahleinther y col., 1996), Trametes
versicolor (Bourbonnais y col., 1995; Hofer y Schlosser, 1999), Trametes villosa (Yaver y col.,
1996),  Picnopurus  cinnabarinus  (Eggert y col., 1996a; Otterbein y col., 2000), Trametes sp. 1-62
(Mansur, 1997; González, 2001).
También es frecuente observar que la actividad de esta enzima se ve aumentada cuando los
hongos de podredumbre blanca se cultivan en presencia de efluentes industriales. Así, se ha visto
como el basidiomiceto Coriolopsis gaiica produce un aumento en el nivel de la actividad lacasa
cuando  en el medio de cultivo existe la presencia de efluentes de la industria papelera (Calvo y col.,
1998).  Igual  ocurre con  el basidiomiceto  Trametes  sp. 1-62, cuando es  cultivado en presencia de
efluentes  de la industria de destilación de alcohol a partir  de mieles de caña (Mansur y col.,  1997;
González  y  col., 2000;  González,  2001).  Hay  indicios  que  parecen  relacionar  los  niveles  de
actividad  lacasa con sustancias naturales como el ácido ferúlico (Leonowicz y Trojanowski, 1975;
González,  2001), flavonoides (Pickard y Westlake,  1970), ácido  tánico (Carbajo y col., 2002) o
derivados de la lignina (Arora y Sandhu 1984).
1.2.6.  Las  lacasas  y  su  potencial  en  aplicaciones  biotecnológicas.
La  característica  de  las  enzimas  ligninolíticas  de  ser  relativamente  inespecíficas  y  su  capacidad
de  catalizar  la  oxidación  de  una  amplia  variedad  de  compuestos,  incluidos  fenólicos  y  no fenólicos,
ha  impulsado  el  estudio  de  su  potencial  aplicación  biotecnológica.  El  llevar  á  buen  término  estas
investigaciones  constituye  un  desafio  y  una  oportunidad  para  desarrollar  procesos  técnicamente
optimizados  en condiciones  medioambientales  seguras.
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1.2.6.1.  Aplicación en procesos de biopulpeo  y bioblanqueo de la industria papelera.
La  capacidad  de  los  hongos  de  podredumbre  blanca  de  degradar  la  lignina,  posibilita  la
aplicación  de estos microorganismos, o de sus enzimas oxidativas, en procesos industriales como el
biopulpeo  y el bioblanqueo para  la producción de pulpa y papel (Messner y Srebrotnik,  1994). Se
han  probado basidiomicetos como  Ceriporiopsis subvermispora (Akin y col.,  1995; Akhtar y col.,
1996) y Ántrodiella  sp. (Patel y col.,  1994) en el  pretratamiento de la madera para facilitar el
pulpeo y mejorar las propiedades finales del papel.
El  empleo de las enzimas,  en lugar de los hongos,  en estos procesos,  ha demostrado ser  más
ventajoso al permitir realizar  los tratamientos con mayor  rapidez (Eriksson,  1989; Trotter,  1990).
Además se han utilizado sistemas lacasa-mediador en el blanqueo de las pastas, como el patentado
por  LIGNOZIM (Cali y col.,  1990), que persiguen reducir el uso de reactivos químicos en este
proceso,  y  por  tanto disminuir el  impacto ambiental causado por  la  industria papelera. La
actualidad de estas investigaciones se manifiesta en el desarrollo de proyectos como el Proyecto
OXEPI,  que  integró  industrias  y  laboratorios  de  la  Unión  Europea,  y  en  el  cual  participó  el
laboratorio  donde se llevó a cabo el presente trabajo (Messner, 2000).
Otra  vía para  proteger el medio ambiente de la  contaminación asociada con la producción de
pulpa  y papel, es mediante el tratamiento de las aguas residuales de la industria papelera. El estudio
de  la decoloración de este tipo de efluentes mediante el uso de hongos de podredumbre blanca o de
sus  enzimas,  ha  sido  extensamente  revisado  por  Garg  y  Modi  (1999).  Existen  varios  procesos
patentados,  como MyCoR® y  Mycopor®, que  utilizan P. chrysosporium en el tratamiento de  las
aguas residuales. El aislamiento en los últimos años de nuevas cepas de hongos, y los avances en la
identificación de nuevas enzimas y de los procesos que subyacen en su acción catalizadora, abren
nuevas  posibilidades  para  su  utilización  el  tratamiento  de  efluentes  industriales  derivados  del
procesamiento  de la madera.
1.2.6.2.  Aplicaciones en la industria alimentaria.
La  lacasa es una enzima muy conocida y estudiada en el biorremediación debido a su habilidad
para  degradar  compuestos  fenólicos  (Gianfreda  y  col.,  1999;  Durañ  y  Esposito,  2000).  Los
compuestos  aromáticos,  incluidos fenoles  y  aminas  aromáticas, constituyen una  de  las mayores
clases  de contaminantes y  están fuertemente regulados en muchos países (Karam  y NiceIl,  1997).
Debido a esto son múltiples las aplicaciones de las lacasas y hongos ligninolíticos en la industria
alimentaria (Minussi y col., 2002).
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Según Creechio y colaboradores (1995), la presencia de estos compuestos fenólicos en el agua
para consumo y de riego, o en la tierra cultivada representa un peligro significativo para la salud.
Estos  autores describieron que una  lacasa era  capaz  de  eliminar los  compuestos aromáticos
xenobióticos  naturales de suspensiones acuosas.
Otra  aplicación de  las  lacasas o  de  los  hongos productores de  las mismas, reside en  el
tratamiento de efluentes de destilería. Estos efluentes, llamados vinazas, proceden de la producción
de  etanol  por  medio de la  fermentación  de  la  melaza de cafia de azúcar y producen un impacto
ecológico  importante, debido a  su  alto contenido de materia  orgánica  soluble y  su  color marrón
oscuro.  El hongo de podredumbre blanca Trametes  sp. 1-62, ha sido probado en la decoloración de
estos  efluentes con interesantes resultados (González y col., 2000; González, 2001).
Muchos  son  los  estudios  realizados  sobre  el  biotratamiento  de  efluentes  procedentes  de  la
producción  del  aceite  de  oliva.  Estos  son  un  producto  secundario  típico  de  esta  industria  y
representan  un gran problema ambiental en el área Mediterránea. Greco y col. (1999), compararon
la  utilización de una  polifenoloxidasa inmovilizada naturalmente en la  cáscara de aceituna y  una
lacasa  purificada de Trametes versicolor, en  el  biotratamiento de  este tipo  de  efluentes. Ambos
sistemas  enzimáticos mostraron una buena actividad en la polimerización de fenoles. La lacasa
inmovilizada de Lentinus edodes  produjo una decoloración parcial del efluente y  disminuciones
significativas  en  el  contenido  de  polifenoles  y  difenoles, produciendo una disminución de  la
toxicidad  del mismo (DAnnibale y col.,  1999; 2000). Martirani y colaboradores (1996), detectaron
que  en el tratamiento  de  estos  efluentes con  lacasa purificada de  Pleurotus ostreatus disminuyó
apreciablemente  el  contenido  fenólico  (hasta  90%)  pero  no  hubo  ninguna  reducción  de  su
toxicidad.  Otros  estudios  de  biodegradacion  de  efluentes  de  la  industria  del  aceite  han  sido
realizados tanto con lacasa (Capasso, 1997; D’Annibale y col., 2000; Ruiz y col., 2002; Dias y col.,
2004),  como con los hóngos de podredumbre blanca (D’Annibale y col.,  1998; Yesilada y col.,
1998;  Kahraman y Yesilada, 1999; 2001; Jaouani y  col., 2003; Dias y  col., 2004). El  efluente
producto  de la industria de aceite de oliva puede ser utilizado también en la producción de lacasas
por  hongos (Sanjust y col.,  1991; Tomati y col.,  1991; Pérez y col.,  1998; Kahraman y Yesilada,
2001).
Las  aplicaciones de las lacasas, no sólo se  limitan a  su uso en el tratamiento de desechos
industriales,  también se  ha visto  que  es posible  aplicarlas  a  tratamientos alimenticios. Brenna y
Bianchi  (1994)  diseñaron  un  proceso  de  disminución  de  compuestos  fenólicos  y  catequinas
causantes de olores y sabores no deseados en mostos y vinos mediante la aplicación de la lacasa de
Trametes  versicolor  inmovilizada  sobre  derivados  de  sílice.  Otros  estudios  con  esta  lacasa,
demostraron la eliminación del 90% de ácido ferúlico de una  solución  modelo  y  un  34%  de
disminución  de compuestos fenólicos en el vino (Minussi y col., 1998).
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Las  lacasas pueden ser también utilizadas en la estabilización de la cerveza (Minussi y col.,
2002). Como se ha visto, los compuestos polifenólicos presentes en la cerveza causan importantes
“velos” cuando la cerveza es almacenada durante largos periodos a bajas temperaturas, e incluso
pueden  aparecer en la  cerveza embotellada, representando un gran problema para  la industria
(McMurrough y col., 1999). El exceso de polifenoles es eliminado, tradicionalmente mediante un
tratamiento con PVPP  insoluble, sin embargo es dificil de manejar, sin  crear un ambiente poco
sano  para  los  trabajadores,  y  es  también  un  problema  en  el  efluente  final  debido  a  su  baja
biodegradabilidad. Según Mathiasen (1995) una  alternativa  al  tratamiento  tradicional  sería  el
agregar  una  lacasa al final del proceso, ya que el oxígenó no es deseado en la cerveza terminada,
con  lo que la adición de lacasa podría quitar cualquier exceso de oxígeno, aumentando la vida de
almacenamiento de la cerveza, y  eliminar parte de los polifenoles que puedan permanecer en la
misma. Rossi y colaboradores, en 1988, y  Giovanelli, en  1989, plantearon este potencial de la
utilización de lacasa en la estabilización  de la cerveza.
La obtención de alimento animal a partir de residuos agrícolas es otra de las aplicaciones de las
enzimas  ligninolíticas. Se  ha  demostrado que. el  tratamiento con  estas enzimas aumenta la
digestibilidad de los piensos obtenidos a partir de residuos agrícolas (Hatakka y col., 1989; Akin y
col.,  1993), lo que permite la revalorización de los mismos.
1.2.6.3.  Decoloración de efluentes industriales textiles.
La  industria textil, por el gran uso que hace de tintes sintéticós, necesita de un sistema eficiente
para  el tratamiento de sus  efluentes coloreados. Estos tintes  o  colorantes,  aún  en  muy  bajas
concentraciones,  son muy solubles en agua  generando desechos de coloración muy intensa. Aparte
de  sus efectos antiestéticos, ciertos colorantes de tipo “azo”, durante su biotransformación, generan
sustancias  potencialmente más  tóxicas y  en  algunos  casos,  estos  compuestos pueden ser
cancerígenos y mutagénicos (Chung y Cerniglia, 1992).
El  potencial de  decoloración y desintoxicación de los hongos de podredumbre blanca y/o sus
enzimas  oxidativas,  puede emplearse  en  estos  procesos,  gracias  al  conocimiento  existente  de  la
fisiología  de estos  organismos, así como de las características de biocaálisis y estabilidad de sus
enzimas (Wesenberg. y col., 2003).
Muchas  son la  investigaciones desarrolladas  en el  estudio de  la decoloración  de este tipo  de
colorantes  y  de efluentes  derivados de  la  industria textil  (Swamy y  Ramsay,  1999; Rodríguez  y
col.,  1999;  Abadulla  y  col.,  2000;  McMullan  y  col.,  2001;  Robinson y  col.,  2001;  Jarosz
Wi!kolazka y col., 2002; Wesenberg y col., 2003). En estos estudios se utilizan tanto  el tratamiento
28
Introducción
con  hongos  ligninolíticos, como con  sus enzimas  oxidativas. Sin embargo, existen varias de  estas
investigaciones  en las que  la  lacasa es  la principal  enzima implicada en la  decoloración (Kirby y
col.,  2000; Robinson y col., 2001). Un ejemplo de ello,  son las lacasas de Plilebia tremellosa y de
Pleurotus  sajor-caju (Chagas y Durrant, 2001), que fueron capaces de producir la decoloración de
tintes, en ausencia de actividades LiP y  MnP (Kirby y col., 2000). In  vitro, también ha  sido
examinada la decoloración producida por enzimas ligninoliticas utilizando la lacasa de Pyricularia
oryzae  (Chivukula  y  Renganathan,  1995)  y  Trametes versicolor,  Li?  de  Phanerochaete
chrysosporium  (Chivukula y col.,  1995) y MnP (o,  más exactamente, la peroxidasa versátil (VP))
de  Bjerkandera adusta y Pleurotus eryngii  (Heinfling y col., 1 998a; 1 998b).
1.2.6.4.  Otras  aplicaciones  de las lacasas.
Diferentes  basidiomicetos, y  algunas de las enzimas purificadas a  partir  de estos  hongos, han
demostrado.  su  capacidad  para  degradar/mineralizar  un  amplio  espectro  de  xenobióticos
estructuralmente  diversos y  contaminantes persistentes  en  el  medio  ambiente como  compuestos
tóxicos  de naturaleza fenólica y de bajo peso molecular  (Bollag y col.,  1988); clorofenoles (Aust,
1990; Roy-Árcand y  Árchibald, 1991; Lamar y  col., 1995; Ullah y  col.,  2000);  bifenoles
policlorados  (PCBs) (Thomas y  col.,  1992); nitrotoluenos (Valli y col.,  1992; Scheibner y  col.,
1997);  antraceno, fenantreno y otros hidrócarburos policíclicos aromáticos (Johannes y col.,  1996;
Pickard  y col.,  1999); pesticidas como DDT, lindano, clordano, y toxafeno (Bumpus y Aust,  1987);
polímeros  sintéticos como poliacrilatos, poliacrilamida y nylon (Sutherland y col.,  1997; Cameron
y  col., 2000).
1.3. Coriolopsis gallica y su aplicación en la degradación de efluentes industriales.
El  hongo  basidiomiceto  de  podredumbre  blanca  Coriolopsis  gallica  fue  seleccionado  en
nuestro  laboratorio,  entre diferentes  especies de basidiomicetos, por  su  capacidad para  decolorar
efluentes procedentes de la industria papelera, siendo aplicado, con éxito, en el biotratamiento y la
decoloración de estos efluentes (Calvo y col., 1998; Zapico, 1999). La enzima lacasa, como su
principal  enzima ligninolítica, parece ser  la responsable  de este  proceso.  Su gen (cglccl)  ha sido
donado  y  secuenciado (Calvo,  1995) y se encuentra  publicado en  el GenBank con el  número de
acceso  AYO1 7340.  La  secuencia  del  ADN  complementario  de  este  gen  también  se  encuentra
publicada  en el GenBank (AF263467).
Han  sido realizados diversos trabajos  en nuestro laboratorio con el fin de estudiar los posibles
mecanismos  de  degradación y  aplicaciones de  este  hongo,  en base  al  estudio del  gen  de lacasa
cglccl  y  su  expresión  y  regulación.  En  este  sentido,  Calvo y  colaboradores  (1998)  estudió  la
decoloración  de efluentes de la industria papelera con Coriolopsis gallica, con buenos resultados a
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nivel de laboratorio. Zapico (1999), también realizó estudios con efluentes de la industria  papelera
y  de regulación del gen por distintas fuentes de carbono y nitrógeno, hallando una clara influencia
del  efluente y  de  la  fuente de  carbono sobre  los  niveles de  actividad lacasa. Carbajo y
colaboradores (2002), estudiaron el efecto del ácido tánico, como posible inductor de la producción
de  la actividad  lacasa  en  Coriolopsis gallica. Sus  resultados  mostraron  un  aumento  evidente  de  los
niveles  de  lacasa  extracelular,  corroborados  con  un  aumento  en  los  niveles  de transcripción  del  gen
cglccl,  cuando  el  hongo era crecido en medios de cultivo suplementados con ácido tánico.
Por  otra parte, Pickard y  colaboradores (1999) han estudiado el  metabolismo de diversos
hidrocarburos policíclicos aromáticos por la  cepa de Coriolopsis gallica  UAMH  8260,  con  la
lacasa purificada de este hongo. Reyes y colaboradores, en 1999,  trabajaron con la misma cepa de
C.  gallica y  aplicaron  la  lacasa  inmovilizada  en  el  tratamiento  de  diferentes  tintes  de  la  industria
textil.  Bressler y  colaboradores (2000)  utilizaron  esta  cepa  de  C.  gallica  para  oxidar  carbazol,
N-etilcarbazol, fluoreno y  dibenzotiofeno,  en  presencia  de  los  mediadores  1 -hidroxibenzotriazol
(HBT) y 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS).
1.4.  Expresión  heterologa  de genes.
La  década  de  1970  marca  el  comienzo  de  la  unión  entre  las  técnicas  bioquímicas  para
manipular  el ADN  iii  vitro,  con  las técnicas genéticas para transferir  el ADN  de una célula a  otra.
La  nueva metodología resultante conocida con el nombre de Ingeniería Genética ha revolucionado
el  campo específico de la Biotecnología. A través del procedimiento  de  donado  de  ADN,  genes  de
cualquier tipo pueden ser aislados de su ambiente natural, analizados, alterados y reinsertados en el
mismo tipo de organismo o en otro diferente. Es así que la producción de solventes, productos
químicos, hormonas, antígenos, enzimas y  otras  sustancias de  interés farmacológico puede
realizarse  en grandes  cantidades, a  través del  donado de genes específicos en organismos que
pueden  ser desarrollados  a  escala  industrial.
Esta  metodología ha contribuido, además, al  conocimiento de las funciones del ADN, a  la
organización de los genes, a la regulación de la expresión y a la estructura primaria de proteínas. El
aspecto  principal  del  donado  es  la  propagación  de un fragmento determinado de ADN  en una línea
celular  en  crecimiento.  Este  fragmento,  para  poder  propagarse  debe  ser  unido  a  una  molécula
transportadora o vector el cual sí es capaz  de  multiplicarse  en  el  organismo  hospedador.
1.4.1.  Aspectos  generales  de la expresión  heteróloga.
El  objetivo principal de  la  ingeniería genética con fines industriales es lograr la correcta
expresión a altos niveles del gen donado en el microorganismo hospedador elegido. Desde el punto
de  vista tecnológico  se  trata  de  favorecer  la síntesis del producto del gen donado, incrementando el
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contenido de copias del gen en la célula. Existen diversos sistemas para la transferencia y expresión
del  gen, que queremos producir de manera heteróloga, algunos de ellos son:
•   La  donación  de  genes  en  plásmidos.  Estos  son  moléculas  de  ADN  circular
extracromosomal  que  se  replican  independientemente. Son  vectores  de  expresión  que
deben  de ser capaces de entrar y replicarse dentro de la célula hospedadora. Un vector ideal
debería ser pequeño, de fácil preparación y replicación en la célula hospedadora, no generar
productos tóxicos para la misma, poseer uno o más marcadores, para facilitar una rápida y
positiva selección, y contener al menos un sitio donde se pueda integrar el ADN exógeno,
sin destruir una función esencial (replicación).
•   Sistemas de  integración cromosómica, que consisten en  la  integración del gen, en  el
genoma de microorganismo hospedador, de manera que conseguimos una localización
estable del gen, evitando que se replique por medio de plásmidos. Una vez insertado en el
cromosoma, el gen puede quedar allí  de forma estable durante muchísimas generaciones
sin  necesidad de recurrir a presión selectiva.
Entre  los  microorganismos hospedadores  más usados  se  encuentra  el  colibacilo Escherichia
coli,  probablemente el ser vivo más estudiado a nivel molecular, y del que se dispone de una vasta
batería  de  métodos de  manipulación genética  in  vitro. Pero para muchos experimentos se debe
recurrir  a otros hospedadores procariotas,  como el Bacillus  subtilis, u organismos eucariotas como
levaduras,  hongos y células animales.
Las  bacterias fueron los primeros microorganismos hospedadores utilizados para el clonaje de
genes  eucarióticos,  y  las  primeras  en  las  que  estos  genes  recombinantes  se  expresaron.  En  la
actualidad,  aunque no  son las únicas,  siguen ocupando un papel  importantísimo en el  clonaje de
genes  procedentes  de otros  microorganismos. Su versatilidad, tiempo  de generación y bajo coste,
coloca  a  las  bacterias  en  una  posición  dificil  de  superar  en  cuanto  a  ventajas  de  clonaje. La
donación  en  bacterias  ha permitido obtener  a  escala industrial algunas proteínas recombinantes,
especialmente  de interés terapéutico. Sin embargo, no siempre las protínas  de origen eucariótico
se  producen adecuadamente en  hospedadores  procarióticos, ya  que a  menudo son inestables o
carecen  de  actividad biológica y  normalmente no  son  excretadas al  medio  de cultivo. Por  estas
razones,  la  Ingeniería Genética  ha  desarrollado  otros  sistemas,  principalmente eucarióticos,  que
salven  al menos algunos de estos obstáculos.
En  este sentido, las levaduras presentan una serie de ventajas: son eucariotas, y por lo tanto más
semejantes  a  las  células  de  los  organismos  superiores  que  los  procariotas  (por  ejemplo,  sus
mecanismos  de secreción). A  diferencia  de las bacterias,  producen cierto tipo de  modificaciones
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postraduccionales  en  las  proteínas  (glicosilaciones  en  óiertos  aminoácidos,  eliminación  de  la
metionina  inicial,  rotura  proteolítica  de  un  precursor  inactivo,  etc.),  lo  que  puede  hacer  que  las
proteínas  heterólogas  de  organismos  superiores  puedan  alcanzar  su  actividad  biológica  (aunque
esto  no  siempre está garantizado). A semejanza de  las bacterias, la  levadura Saccharomyces
cerevisiae es muy fácil de manejar con métodos microbiológicos. S. cerevisiae está muy bien
estudiada al nivel genético y molecular. No sólo se puede realizar genética clásica (mutagénesis y
recombinación  meiótica, alternancia de  ciclo  haploide y  diploide),  sino  que  cuenta  con
herramientas  avanzadas  de  Ingeniería  Genética,  y  su  genoma  se  secuenció  totalmente  en  1996.
Además,  desde  hace  decenios,  las  levaduras  se  cultivan  a  escala  industrial,  y  participan  en  multitud
de  procesos  biotecnológicos.  Además,  algunas  de  ellas  cuentan  con  la  calificación  oficial  de
“organismo reconocido como seguro” (GRAS), indispensable para poder usarlas en la obtención de
sustancias terapéuticas y de consumo humano.
Por  todo ello, las levaduras son los hospedadores eucarióticos de donación más fáciles de usar,
y  una buena alternativa para intentar la producción industrial de proteínas de interés.
Los  hongos  filamentosos,  y  en  concreto los del género  Aspergillus,  han  sido  muy  utilizados
como  sistemas  de  expresión  (Devchand y  Gwynne, 1991; Jeenes y col.,  1991;  Gouka y col.,  1997;
Kruszewska, 1999; Punt y col., 2002), por su habilidad de producir niveles altos de proteínas
homólogas extracelulares de una manera económica. Tienen ciertas ventajas frente a bacterias y
levaduras como sistemas de, expresión, y es que, a veces, estas son incapaces de expresar ciertas
proteínas que requieren modificaciones tales como glicosilación  y  formación  de  puentes  disulfuro.
Además  los hongos Aspergilus  níger  y Aspergillus  oryzae  también  presentan  la aprobación  ORAS.
Otra  ventaja  es que se pueden aislar recombinantes estables con  lo  que  se  facilita  el  control  de  la
producción.  Sin  embargo  posee  limitaciones  a  la  hora  de  expresar  proteínas  heterólogas,  ya  que  los
rendimientos de estas proteínas suelen ser bajos.
Aunque las células bacterianas son enormemente útiles para donar, propagar y expresar genes
de  organismos  superiores,  las  células  de  mamíferos  siguen  siendo  las  más  idóneas  para  la
producción  de  proteínas,  por  ejemplo  humanas,  en  forma  biológicamente  activa.  Las  células  de
mamíferos  constituyen  el medio  natural  para  la producción  de  proteínas  con aplicación  terapéutica.
Avances recientes en Ingeniería Genética están facilitando  la  producción  masiva  de  proteínas  con
interés farmacológico y biomédico en sistemas de células de mamíferos. Quizás el mayor riesgo
que conlleva este tipo de producción a gran escala es que los vectores o alguno de los componentes
de  los vectores usados en estos experimentos son oncogénicos o proceden de virus oncogénicos,
con lo que, en teoría, podrían inducir transformaciones de tipo tumoral.
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1.4.2.  Las levaduras como huéspedes de  clonaje: Saccharomyces eerevisiae y  otras
levaduras.
Las  levaduras, en  su calidad de  microorganismos eucarióticos, pero a  la  vez unicelulares,
representan un “puente biológico” entre bacterias y organismos superiores. Son una alternativa
natural en la producción a escala industrial de proteínas de interés biotecnológico (Fincham, 1989;
Russell  y  col.,  1991;  Romanos  y  col.,  1992;  Trueman,  1995;  Agnan  y  col.,  1997;  Cereghino  y
Cregg,  1999)  puesto  que  son  capaces  de  llevar  a  cabo  procesos  que  no realizan  las  bacterias  y  que
pueden  ser  importantes  para  la  expresión  de  un  gen  eucariótico  en  un  sistema  de  expresión
heterólogo  (Baldan  y  col.,  1987). Realizan acetilaciones N-terminales, N-glicosilaciones,
fosforilaciones, eliminación de  metionina inicial en  la  proteina madura, secreción proteica,
procesamiento proteolítico, y permiten la unión y ensamblaje de subunidades en macromoléculas
(Fincham, 1989; Eckart y Bussineau, 1996; Cereghino y Cregg, 1999).
La  expresión de una proteína foránea, en  levaduras, consiste fundamentalmente en cuatro
pasos: primeramente, el  clonaje de la secuencia de ADN que codifica para la proteína dentro de un
“casete” de  expresión, que contiene un promotor de la levadura y secuencias de terminación de la
transcripción; en segundo lugar, la transformación y la conservación de esta fusión del ADN en el
hospedador; en tercer  lugar, la síntesis de la proteína bajo condiciones específicas de cultivo; y
finalmente,  la  purificación  de  la  proteína  heteróloga  y  la  comparación  con  la  proteína  nativa.
Generalmente,  se  suele  utilizar  un  promotor  que  sea  regulable  para  la  expresión  de  la  proteína,
debido  a  que  así  se  pueden  mantener  los  cultivos  en  un  modo  de  “expresión  apagada”,
disminuyendo la selección de células mutantes que no están expresando la proteína durante la fase
de  crecimiento celular. Tal selección puede ocurrir como resultado de la carga metabólica agregada
en  las células, que expresan los altos niveles de la proteína foránea o el  efecto tóxico de esta
proteína en las células.
Varias  especies de levaduras han sido estudiadas como sistemas heterólogos de expresión de
proteínas (Russell y col., 1991; Romanos y col., 1992; Trueman, 1995; Eckart y Bussineau,  1996;
Gellissen y Hollenberg, 1997; Müller y col., 1998; Piontek y col., 1998; Gellissen, 2000; Cregg y
col.,  2000;  Cereghino  y Cregg, 2000).
Una de las más utilizada y estudiada, como sistema de expresión, es Saccharomyces cerevisiae
(Hitzeman, y col., 1981; Lemontt y col., 1985; Smith y col.,  1985; Moir y Dumanis, 1987; van
Arsdell  y col., 1987; Buckholz y Gleeson, 1991; De Nobel y Barnett, 1991; Mumberg y col., 1994;
Gellissen  y Hollenberg,  1997;  Parekh  y  Wittrup,  1997; Müller  y col.,  1998).  Su nombre  se  refiere  a
su  papel  en  la  fermentación  de  la  cerveza,  pero  también  interviene  en  otros  procesos  como  en  la
fermentación  de  vinos  y en  la  elaboración  del  pan.  Hay,  pues,  una  larga  tradición  en  la  explotación
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e  investigación  de  este  organismo  por  industrias  biotecnológicas  (Da  Silva  y  Bailey  1991;
Mendoza-Vega  y col.,  1994; Hensing y col.,  1995; Eckart y Bussineau, 1996). En realidad, uno de
los  primeros  productos comerciales elaborado con  técnicas de Ingeniería  Genética fue  la  vacuna
contra  el virus de la hepatitis B, que fue producida en S. cerevisiae (Valenzula y col., 1982).
Presenta  una serie de ventajas frente a  otras levaduras como sistema de expresión de proteínas.
A  semejanza de ciertas  bacterias,  la levadura Saccharomyces  cerevisiae  es  muy fácil  de manejar
con  métodos microbiológicos. Desde hace decenios,  las levaduras se cultivan a  escala industrial, y
participan  en multitud de procesos biotecnológicos. Además, cuenta con la calificación oficial de
“organismo reconocido como seguro” (GRAS) y es una especie muy estudiada  nivel genético y
molecular  (Broach y col., 1991). Es  uno de los pocos microorganismos eucarióticos  que posee un
plásmido  natural no vírico, el “circulo de 2iim”, que ha facilitado enormemente la construcción de
vectores  y sistemas de expresión. Es  también uno de los pocos eucariotas donde la  mayoría de los
genes  están mapeados en los cromosomas (Heinisch y Hollenberg, 1993), pueden ser  directamente
sustituidos  y  mutagenizados  y,  además,  se  pueden  aislar  componentes  cromosomales  como
centrómeros o telómeros, para manipularlos y formar cromosomas artificiales de gran utilidad en el
clonaje de grandes fragmentos de ADN. Su genoma se encuentra totalmente secuenciado (Goffeau
y  col., 1996).
Aunque,  como hemos visto, Saccharomyces  posee grandes ventajas frente a  otras levaduras, y
se han alcanzado grandes éxitos en la  expresión de proteínas, existe una serie de problemas a la
hora  de  lograrlo a  escala industrial:  en los  grandes  volúmenes del  fermentador, existe una gran
frecuencia de pérdida de los plásmidos, incluso cuando usamos promotores inducibles que  solo se
activan  al final del proceso. La proteína heteróloga excretada suele tener  un patrón de glicosilación
diferente  al de la original, concretamente, existen oligosacáridos de más de 100 manosas, mientras
que  las proteínas naturales no  suelen pasar de las 10 manosa por cada aminoácido modificado. A
veces,  la  proteína, en vez de secretarse, se queda en el  espacio periplásmico (Parekh y col.,  1995;
Parekh  y Wittrup, 1997; Müller y col., 1998).
Por  todo ello, se han  desarrollado sistemas de expresión en otras especies de levaduras, como
Kiuyveromyces  lactis  (Swinkels  y  col.,  1993),  Schizosaccharomyces  pombe  (Giga-Hama  y
Kumagai,  1999), Yarrowia  lipolytica  (Gaillardin y  Heslot,  1988), y  las levaduras  metilotrópicas
(Wegner,  1990; Gellissen y  Hollenberg,  1997;  Hollenberg y  Gellissen,  1997;  Gellissen, 2000)
Hansenula polymorpha (Gellissen y col., 1991; van Dijk y col., 2000), Pichiapastoris (Cereghino
y  Cregg, 2000; Cregg y col., 2000) y Candida boidinii (Hollenberg y Gellissen, 1997; Gellissen,
2000).
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1.4.3. Expresión heteróloga de genes de lacasa.
Hemos  visto anteriormente  como las  lacasas  pueden ser  utilizadas en  múltiples aplicaciones
biotecnológicas,  pero  para  que  estos  procesos  sean  rentables,  se  necesitan  sistemas  que
proporcionen  altas cantidades de proteína a bajo coste. El estudio de la producción de la lacasa, por
las  cepas silvestres de hongos de podredumbre blanca, muestra que estas cepas no alcanzan, hasta
el  momento, los  niveles  mínimos de enzima como para que estas sean rentables. Por lo que,  se
están  llevando a cabo investigaciones en busca de diferentes alternativas capaces de solucionar esta
limitación,  de entre las cuales,  la más factible puede ser la expresión heteróloga de la enzima.
Las  lacasas, como las demás enzimas  Iigninolíticas, son difíciles de expresar en sistemas  de
expresión  que  no  sean  fúngicos.  Existen  varios trabajos publicados  de  lacasas  de  hongos
ligninolíticos  expresados en  hongos  filamentosos, como Aspergillus  níger (Record y  col., 2002;
Larrondo  y col., 2003), Aspergillus  oryzae (Wahleithner y col., 1996; Yaver y col., 1996; Berka y
col.,  1997; Yaver y col.,  1999; Gouka y col., 2001), Aspergillus  nidulans (Larrondo y col., 2003) y
Trichoderma  reesei (Saloheimo y Niku-Paavola,  1991) (Tabla 3).  Sin embargo, las levaduras  han
sido  más ampliamente utilizadas como vehículos de expresión para genes de lacasas (Tabla 3), en
concreto  Saccharomyces cerevisiae  (Kojima  y  col.,  1990; Cassland  y Jónsson,  1999; Hoshida y
col.,  2001; Larsson y col., 2001; Bulter y col., 2003) y Pichiapastoris  (Jónsson y col.,  1997; Gelo
Pujic  y col., 1999; Otterbein y col., 2000; Hoshida y col., 2001; Brown y col., 2002; O’Callaghan y
col.,  2002; Soden y col., 2002; Colao y col., 2003; Liu y col., 2003). Recientemente, el gen de
lacasa  cotA de la bacteria Bacillus subtilis ha sido expresado en  Escherichia coli (Martins y col.,
2002).
Kojima  y  colaboradores (1990),  publicaron  la  primera  lacasa,  del  hongo  Coriolus  hirsutus,
expresada  de forma heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y detectaron la actividad de la enzima
utilizando placas de agar con medio de cultivo y guaiacol, sin embargo ni la  enzima heteróloga, ni
los  factores que afectan los bajos niveles de producción fueron estudiados. Desde entonces, se ha
recorrido un largo camino en  los estudios de  expresión del gen de iacasa, lográndose buenos
niveles  de producción.
Existen múltiples ventajas relacionadas con la aplicación de lacasas recombinantes. Una de
ellas  reside en el  estudio del papel de  las lacasas en la  biodegradación de  la  lignina o  en la
degradación de otros compuestos contaminantes del medio ambiente. En este sentido, Saloheimo y
Niku-Paavola,  (1991) observaron una  modificación en la fracción  soluble de una  pasta kraft  con
una  cepa  de  Trichoderma reesei transformada  con  la  lacasa  de Phlebia radiata.  Arana  (2002),
clonó  el  gen  lacasa  de Coriolopsis gallica  en  dos  levaduras:  Kluyveromyces  lactis  y  Yarrowia
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lipolytica  y aunque los niveles de actividad detectados no fueron  muy elevados, se han obtenido
interesantes resultados en la utilización de las levaduras en la industria del papel.
Tabla 3: Genes de lacasa expresados de forma heteróloga y publicados hasta el momento (Enero, 2004).
Lacasa Microorganismo hospedador Referencia
A Aspergillusotyzae1GoUkaYc0I.,2001
1spergillusnidu!ansyA.nigerLarrndoycol2003
¿fnéréiis
Saccharomycescerevisia1—,
Kiskine  ySaloheimo,  2004
1
-
pastoris-1  y  12)02
--.--.--.Iróo
yhihorahrojinia
P!eurotussajor-caju
--.—-....
cinnabarinus
1______
1
Saccharomycescersiie
1  
ÑyI&i
.  .----—-——.——-——-..—-.—.—.-.--.  -.-.—..-----.----_—._—_Saccharomyces cerevis:ae  U Noshida y col., 2001TTrametesssngu,nea
. IPoiaoycoi.,  2003
—-—.------—-  E—-————-.
Gélo-Pujic y col., 1999
Trametes versicolor             Pichia Pastoris
Brown y col., 2002
iaa
Trametes versicoior             Saccharomyces cerevisiae          ._
CasslandyJónsson, 1999
Trametes v,Ilosa               Aspergillus o,yzae           1fver  y col  1 99       -
Ii
ti
11
II
•1
L
u1
Por  otra parte,  Cassland y Jnsson  (1999) donaron  el gen de la  lacasa de Trametes  versicolor
en  Saccharomyces cerevisiae con el  fin  de  mejorar  la  capacidad  de  la  levadura  para  fermentar
azúcares  provenientes  de  la  lignocelulosa  para  transformarla en  etanol,  ya  que  los  compuestos
fenólicos asociados a la fermentación pueden ser inhibidores del crecimiento. Dos años más tarde,
Larsson  y  colaboradores  (2001),  desarrollaron  una  cepa de Saccharomyces  cerevisiae  con  un
aumento  en la  resistencia a inhibidores fenólicos de la fermentación, demostrando la  ventaja que
supone  la expresión de la lacasa en este proceso.
Gouka y colaboradores (2001) donaron el gen de la fenoloxidasa de Ácremonium murorum en
Aspergillus  awamori para evaluar su capacidad de blanqueo en la industria de la lavandería.
Una  lacasa de  Myceliopht hora  thermophila, tres  lacasas  de Rhizoctonia  solani,  y una de
Trametes villosa fueron expresadas en Aspergillus oryzae (Berka y col.,  1997; Wahleithner y col.,
1996; Yaver y col., 1996). El trabajo de la expresión en Asperguillus oryzae tuvo como resultado la
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comercialización  de  lacasa  (Denilite  II  S,  de  Novo  Nordisk)  para  el  uso  por  la  industria  textil
(Kierulif,  y Pedersen,  1996).
El  hecho de que  la expresión heteróloga de genes de lacasa en los últimos años vaya enfocada
hacia  una aplicación biotecnológica, junto  con los alentadores resultados que se están consiguiendo
en  los niveles de producción de este tipo de enzima en diferentes sistemas, estimula la continuación
de  su  estudio,  considerándolos  como  una  buena  apuesta  en  el  desarrollo  de  la  biotecnología
industrial.
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1.5.  Objetivos del trabajo
Aunque existen numerosos estudios sobre el  biotratamiento de  efluentes de  diferentes
industrias,  como la  de  producción  de aceite  de oliva  (ver apartado  1.2.6. de Introducción),  que
posee  características similares a  las de los de la  industria cervecera, como es  la gran cantidad de
compuestos  polifenólicos; hasta la fecha no existe ningún trabajo realizado sobre el tratamiento de
este  tipo de efluentes procedentes de la indusfria cervecera con hongos de podredumbre blanca, ni
con sus enzimas oxidantes extracelulares.
Como  se mencionó  anteriormente,  en nuestro  laboratorio se  han  realizado diversos  estudios
relacionados  con  la capacidad  de degradación del  hongo C. gallica,  con buenos resultados sobre
diferentes  efluentes industriales. Se ha demostrado que las lacasas juegan un papel fundamental en
el proceso y se ha realizado la expresión heteróloga del gen cglccl  en las levaduras Kluyveromyces
lactis  y  Yarrowia lipolytica. La enzima recombinante ofrece alentadores resultados en cuanto a una
posible  aplicación en la industria del papel. Estos antecedentes avalan el estudio de C. gallica en la
decoloración  de los efluentes de la industria cervecera, con el fin de desarrollar nuevas alternativas
en  los sistemas de biotratamiento, bien sea  utilizando el microorganismo, o la lacasa recombinante
producida  en  otras  levaduras  como  Saccharomyces  cerevisiae.  Todo  ello  permitirá  a  su  vez
profundizar  en  aspectos  fisiológicos  y  moleculares  de  la  degradación  mediada  por  enzimas
ligninolíticas, que a pesar de haber sido intensamente studiada, dista mucho de ser plenamente
comprendida.
Para  realizar este estudio se propone desarrollar los objetivos específicos que a  continuación se
mencionan:
1.- Caracterización fisico-química del efluente procedente de la industria cervecera.
2.-  Estudiar la capacidad de crecimiento y  decoloración  de Coriolopsis  gallica  sobre  el
efluente.
3.-  Optimización de  las  condiciones y  medios  de  cultivo para  favorecer la  degradación  del
efluente  y análisis de la relación entre los niveles de actividad lacasa y la decoloración.
4.-  Estudio  del  nivel  de  expresión del  gen  de  lacasa  (cglccl)  de  Coriolopsis  gallica  en  las
mejores condiciones de decoloración.
5.-  Estudios de la capacidad de decoloración del efluente con caldos enzimáticos con alta
actividad  lacasa.
6.-  Diseño de un  sistema de expresión heteróloga del gen de lacasa  de Coriolopsis  gallica  en
Saccharomyces  cerevisiae  con vistas a futuras aplicaciones.
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2.  MATERIALES Y MÉTODOS
2.1.  EFLUENTE
2.1.1.  Caracterización  del efluente.
El  efluente utilizado para este estudio fue proporcionado por la industria cervecera Mahou S.A.
Para  su conservación se  prepararon alícuotas, que se almacenaron a -70°C hasta el momento de su
utilización.
2.1.1.1.  Determinación  del pH.
La  medida  de  los valores  de  PH se realizó  utilizando un  aparato  Metrohm modelo  704  con
electrodo  de vidrio, diseñado para  la medida del PH en soluciones.
2.1.1.2.  Sólidos en suspensión.
Para  la determinación de los sólidos en suspensión presentes en el efluente se tomaron muestras
de  20 mi, por triplicado, en tubos de centrífuga (SS34) previamente tarados para  poder determinar
el  peso de estos sólidos, yse  centrifugaron a  10000 r.p.m. durante 20 minutos.
2.1.1.3.  Determinación  espectrofotométrica  del color  (Unidades de color).
La  valoración espectrofotométrica del color del efluente se llevó a  cabo mediante la lectura de
la  absorbancia a una longitud de onda de 465 nm, después de haber ajustado el pH de la muestra a
7,6  ±  0,1  (CPPA,  1974). Este  ajuste  del  PH es  importante  porque  la  intensidad  del  color  es
altamente dependiente del pH de la muestra. Es necesario preparar diluciones de la muestra hasta
obtener valores de absorbancia comprendidos entre 0,1 y 0,5 unidades, que es el  intervalo de
linealidad  del método. La absorbancia se determinó en un espectrofotómetro Shimadzu Uy- 1603.
En  el  ensayo  se  utiliza  una  solución  de  platino-cobalto  como  patrón  compuesta  por
cloroplatinato de potasio (K2PtCI6: 1,246 g/L), cloruro de cobalto (CoCl2: 1 g/L) y ácido clorhídrico
concentrado (HC1: lOOmlIL). El color del efluente se expresa en unidades arbitrarias de color. Una
unidad de color (UC) es equivalente a la absorción de la luz a una longitud de onda de 465 nm de
lmgfL de platino en la solución patrón de platino-cobalto (1 UC=1 ppm de platino). Las unidades
de  color  de  la muestra  se  calcularon  según  la  siguiente  fórmula:
UC  = 500 • A2 •  D/A1
Donde:
A:  absorbancia de la solución de platino-cobalto (equivalente a 500 UC)
A2: absorbancia de la solución problema
D: factor de dilución de la solución problema
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2.1.1.4. Demanda Química de Oxígeno (DQO).
La  DQO expresa el  contenido de  materia orgánica en  una muestra, medido a  través del
consumo de oxígeno en la reacción con un oxidante fuerte. Su determinación se realizó según el
procedimiento descrito en  “Standard methods for  the  examination of water  and wastewater”
(1989).
En  este método se lleva a cabo la oxidación química de la muestra en caliente, por la adición de
un  exceso del compuesto oxidante dicromato de potasio. La reacción se detecta a través del cambio
de  color que ocurre cuando se reduce el cromo (Cr—+Cr3), al producirse la reacción de la muestra
con  la mezcla de dos soluciones: una de digestión, y otra de catálisis, a alta temperatura.
Solución de digestión:
K2Cr2O7    10,216 g (desecado 12 ha  105°C)
HgSO4     17g
H2S04     250 ml
1120      HastalL
Se disuelven el K2Cr2O7y el HgSO4 en agua
destilada  y al final  se añade  el H2504 en un baño
de hielo
Solución  de catálisis:
Se disuelven 10,7 g de Ag2SO4 en un litro de H2S04 concentrado.
Método:
Se  mezclan en tubos, con tapón  de baquelita 2,5  ml de muestra, 3,5  ml de solución de catálisis
y  1,5 ml de solución de digestión.  Se agitan bien  las mezclas preparadas y  se colocan,  durante 2
horas, en una estufa previamente calentada a 10 5°C. Transcurrido ese tiempo, se dejan enfriar hasta
temperatura ambiente, se mezclan nuevamente y se mide la absorbancia a 610 nm.
Se  utiliza como patrón una  solución de ftalato ácido de potasio (KH-ftalato) de concentración
8,5 g/L, que corresponde a  10  g/L de DQO.  A  partir  de  esta  solución se  preparan una  serie  de
diluciones  que cubren  el  intervalo de concentraciones desde O a  0,8  g/L,  en  el  que  es  lineal la
relación entre estos valores y la DQO de la solución patrón de KH-ftalató.
La  serie de diluciones se preparó de la siguiente manera:
Solución  patrón (mi)          DQO (mgíL)
(completar hasta 100 ml con Fizo)
0,0                  0
0,5              50
1,0                   100
2,0                  200
4,0                  400
6,0                   600
8,0                  800
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Estos  patrones  se  utilizan  para  elaborar  la  curva  de  calibrado,  que  es  la  que  se  obtiene  al
representar  gráficamente  los valores  de  DQO  (g/L)  y  las  lecturas  de  absorbancia  correspondientes.
A  continuación  se  realiza  el  análisis  de  regresión,  y  se  calcula  la  ecuación  de  la  recta.  Los  valores
de  DQO  de  las  muestras  problema,  se  determinan  sustituyendo  en  esta  ecuación  los  respectivos
valores de absorbancia.
2.1.1.5. Cuantificación de Fenoles.
En  el efluente se cuantificaron los fenoles totales,  los fenoles de tipo tánico (taninos totales) y
los  taninos condensados (proantocianidinas). Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Las
rectas de calibrado se obtuvieron a partir de seis o más puntos, realizando las determinaciones por
triplicado, y se ajustaron por el método de mínimos cuadrados.
2.1.1.5.1. Fenoles totales.
Los taninos son compuestos ricos en grupos fenólicos, de tal forma que los métodos útiles para
la  determinación de fenoles pueden ser utilizados también satisfactoriamente en el  análisis de
taninos. Un método muy común utilizado en la determinación de fenoles totales es el método de
Folin basado en las propiedades redox de los fenoles.  Hay  que  tener  en  cuenta  que  este  método  no
diferencia  entre fenoles tánicos y no tánicos.  Se basa en la oxidación  de  los  fenoles,  en  medio
básico,  mediante  el  reactivo  de  Folin-Ciocalteu  (mezcla  de  complejos  de  los  ácidos
fosfowolfrámico  y  fosfomolíbdico),  produciéndose,  por  una  reducción  del  reactivo,  una  mezcla de
complejos de wolframio y molibdeno que presenta una coloración azul característica.
Para  la  cuantificación  de  los  fenoles  totales  se utilizó  este  reactivo  de  Folin-Ciocalteu,  según  el
método  de  Singleton  y  Rossi  (1965)  con las  modificaciones  descritas  por  Cadahía  y  col.  (1997).
2.1.1.5.2.  Taninos totales.
Los  taninos  totales  se calcularon indirectamente. Para ello se precipitaron  los taninos  usando  la
resma  insoluble  PVPP  (polivinilpolipirrolidona)  según  describe  Makkar  y  Goodchild  (1996).  A
continuación  se  calcularon  los  fenoles  totales  (no  tánicos)  del  sobrenadante  utilizando  la  técnica
anteriormente  descrita.  La  resta  de  este  valor  del  de  los fenoles  totales,  calculado  previamente,  nos
da como resultado los taninos totales.
2.1.1.5.3.  Proantocianidinas.
Se  empleó  el  método  de  la  vainillina-ácido.  Existen  distintas  variaciones  del  método  que  ha
sido  frecuentemente  modificado  con  objeto  de  optimizarlo.  Aquí  se  siguieron  las  bases  del
protocolo de Swain y Hillis (1959) con las modificaciones propuestas por Scalbert (1991).
Este  método  es  un  método  selectivo,  sensible  y  sencillo  para  la  valoración  de  flavonoides  y
proantocianidinas.  Así  pues,  es  útil  en  la  determinación  de  taninos  condensados  en  presencia  de
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taninos  hidrolizables u otros fenoles. Consiste en la valoración por espectrofotometría UY-VIS de
los  productos de adición, cromóforos, resultantes de la reacción de los aldehídos aromáticos, tales
como  la vainillina, con las  proantocianidinas.
2.1.1.6. Condiciones óptimas de esterilización y PH.
Previo a  la utilización del efluente en el biotratamiento con el hongo, se realizaron estudios
para  determinar las condiciones óptimas  de esterilización del efluente, teniendo  en cueñta que éste
no  debía precipitar o variar su color. Se tomaron muestras de 20 ml del efluente, por triplicado, y se
esterilizaron  a  110°C durante  30 mm. sin  que sufriera ninguna alteración.  Así  mismo, se tomaron
distintas  muestras de 20  ml  de efluente alcalino (PH  13) y se  ajustó el  pH con  ácido clorhídrico
(3 3%), hasta un valor de PH entre 4,00 y 7,00,  comprobando que,  dentro de este rango de pH,  el
efluente no sufría ninguna alteración de precipitación i cambio de color. Por debajo de pH 3 tiene
lugar  una precipitación de algunos componentes del efluente que modifican el color.
2.1.2.  Espectroscopía  de absorción  infrarroja  (IR).
Se  tomaron muestras  de 20  ml de  eflueñte, por triplicado, y se  redujo su  pH hasta  1 con HC1.
(33%).  Tras  24  horas  a  4°C, se  recogió  el  precipitado  mediante  centrifugación a  10000 r.p.m.
durante  20  minutos  a  4°C.  Las  dos  fracciones  resultantes,  sobrenadante  y  precipitado,  se
congelaron  a  —70°C para  ser  posteriormente liofihizadas De  estas  muestras liofilizadas, se
elaboraron  pastillas cristalinas  mediante homogenización de lmg de muestra y 300 mg de bromuro
de  potasio (KBr), en un mortero  de ágata,  en ausencia de humedad. Los espectros se obtuvieron en
un  espectrofotómetro de  infrarrojos modelo  Bruker IFS2S, en un  rango de longitudes de onda de
4000 a 600 nm.
2.1.3. Pirólisis/cromatrografia de gases/espectrometría de masas (Pi-CG-EM).
La  pirólisis analítica  consiste  en  la  degradación  de compuestos  generalmente de  alto  peso
molecular,  a una elevada temperatura (500-700°C) en una atmósfera de gas inerte, durante un corto
período  de tiempo (5-10  segundos). Los fragmentos resultantes de la pirólisis pueden ser analizados
directamente  por  espectrometría  de  masas  (Pi-EM)  o  bien  separados previamente en  un
cromatógrafo  de gases (Pi-CG-EM) como es este el caso.
Preparación  de las muestras
Se  utilizaron muestras  de 20  ml  de efluente  que fueron  acidificadas a  pH  1 utilizando ácido
clorhídrico  (33%).  Después  de  24  h  a  4°C,  la  fracción  precipitada  fue  recuperada  mediante
centrifugación  (11950 x g, 20 mm) y tras  dos lavados con agua destilada con el fin de retirar sales,
se  liofilizó.  El  peso  seco  de  la  fracción  precipitada  fue  determinado  gravimétricamente,  por
duplicado.
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Condiciones del análisis de Pi-CG-EM
Para el análisis se utilizó aproximadamente un miligramo de muestra liofilizada que  se colocó
en  un tubo cilíndrico de cuarzo y  se pirolizó a  600°C durante 5  segundos, utilizando un pirolizador
CDS  Pyroprobe  100  equipado  con  filamento  espiral de  platino,  y  conectado  a  un  sistema de
cromatografia  de  gases  y  espectrometría  de  masas  (temperatura  de  interfase  de  150°C).  El
cromatógrafo  de gases de columna  capilar  (Varian 3400)  estaba acoplado mediante una  línea de
transferencia  a  un  espectrómetro  de  masas  (Finningan  MAT  800).  El  cromatógrafo  de  gases
(columna  Supelco SPB-5: 30 mm x 0,32 mm de diámetro interno y 0,25 p.m de grosor de película)
fue  programado desde  50  a  250°C a  5°C min’  manteniendo  la  temperatura  inicial durante  10
minutos.  La  temperatura  del  inyector  y  la  de  la  línea  de  transferencia  fueron  250  y  230°C,
respectivamente.  La fase móvil fue Helio (1 ml minT’) y la razón de “split” fue fijada a  1/120. Los
espectros  de masas resultantes del impacto electrónico (1 scan s’)  fueron adquiridos a 70 eV en un
rangode4øa3somlz.
La  estimación del área de los picos de los diferentes productos de la pirólisis e hizo teniendo
en  cuenta  que  la  suma  de  las  áreas de  todos  ellos  corresponde  al  100% del ion  total  del
cromatograma.  La identificación de los productos  de pirólisis  se basó en  la interpretación de sus
espectros  de  masas  y  en  la  comparación  con  los  registrados  en  la  librería  “National Bureau  of
Standard” (NBS) y con los datos de Pi-CG-EM publicados en la bibliografia (Pouwels y col.,  1989;
Ralph  y Hatfield, 1991).
2.2.  MICROORGANISMOS Y U MANTENIMIENTO
2.2.1.  Hongos.
Coriolopsis  gallica  (IJFM  A-241):  Instituto  Jaime  Ferrán  de  Microbiología,  Centro  de
Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid, España.
Trametes sp. 1-62 (CECT 20197): Instituto Nacional de Investigaciones Fundamentales sobre
Agricultura Tropical, La Habana, Cuba.
Phanerochaete  chrysosporium (IJFM A-547): Instituto Jaime Ferráu de Microbiología, Centro
de  Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid, España.
Mantenimiento.  El  mantenimiento  de  las  distintas  cepas  de  hongos  se  realizó  mediante
resiembras  periódicas en tubos  inclinados con  medio 7 y/o en medio con  agar-malta (extracto de
malta  2%, agar bacteriológico 2%), y fueron incubados a 28°C durante el tiempo necesario para su
desarrollo, aproximadamente 7 días, y posteriormente conservados a 4°C.
2.2.2.  Levaduras.
Saccharomyces  cerevisiae cepa W303- ib:  leu,  trip,  his,  ad&, un.  Departamento de Biología
Molecular, CBM, UAM, Cantoblanco, Madrid, España.
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Mantenimiento.  La  cepa  silvestre  de  Saccharomyces  cerevisiae  fue  conservada  mediante
resiembras  periódicas en  tubos  inclinados con  medio  completo  (YEP),  descrito  en  el  apartado
2.3.2.1.,  que  fueron  incubados  a  30°C  durante  el  tiempo  necesario  para  su  desarrollo,
aproximadamente  4 días, y posteriormente se conservaron a 4°C. Las cepas transformadas fueron
igualmente  mantenidas  en  tubos  inclinados pero  conteniendo  medio  mínimo  (MML)  (apartado
2.3.2.2.)  y  conservadas a 4°C. Para su almacenamiento por un período largo de tiempo se tomaron
alícuotas  de un  cultivo líquido de medio mínimo (MML) en fase de crecimiento exponencial a las
que  se  les añadió  glicerol, en  condiciones  estériles,  a  una  concentración final  de  20%  (y/y)  y
posteriormente  fueron conservadas  a —70°C.
2.2.3.  Bacterias.
Escherichia  coli  DH5a:  Cepa  utilizada  para  la  transformación  con  plásmidos.  Permite  la
obtención  de células competentes con alta  eficiencia de transformación (1 x  1 8  transformantes/sg
de  ADN). Además, posee una detección en el gen Z del  operón lac,  lo que hace posible la selección
de  plásmidos recombinantes por  disrupción de la porción del gen  de la  f3-galactosidasa en medio
con  IPTG  (isopropil  3-D-tiogalactópiranósido)  y  X-Gal  (5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-
galactopiranósido).
Mantenimiento. Para el mantenimiento a corto plazo, las cepas bacterianas se conservaron a
una temperatura de 4°C en placas con medio LB-Agar (apartado 2.3.3.1.). Para el mantenimiento a
largo plazo se tomaron  alícuotas  de un cultivo  líquido en fase  exponencial  de crecimiento,  a  las
cuales se les añadió glicerol, en condiciones estériles,  hasta  una concentración final del 20% (y/y),
para  su posterior almacenamiento  a —70°C.
2.3.  MEDIOS DE CULTIVO
Los  medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a  120°C durante  30  minutos,  salvo  los
medios ricos en azúcares que se esterilizaron a  110°C durante 30 minutos. Los medios sólidos se
prepararon añadiendo agar bacteriológico al 2% (plv).
2.3.1.  Medios  de Cultivo  para  Hongos.
.3.1.1.  Medio  7  o Czapek-Dox  modificado.
El  medio 7 (Guillén y col., 1990) es un medio completo compuesto por:
Glucosa                    10,0g.        *SoIucitSn de elementos traza
Tartrato  de Amonio            2,0g.           Na,8407 H20         0,10 g.
Mg2SO4 7 H20               0,5 g.          ZnSO4 7H20         0,07g.
KH2PO4                    1,0g.           CuSO4 5H20         0,01g.
KCI                      0,5 g.          MnSO4 4H20        0,01 g.
Extracto de levadura            1,0 g.           FeSO4 7H,         0,05 g.
Solución de elementos traza*      1,0 ml.          (NHM,O2 .4 H20     0,01 g.
Agua destilada               hasta 1L.        Agua destilada         hasta 1L.
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2.3.1.2. Medio Kirk.
El  medio Kirk (Kirk y col., 1986) es un medio definido, limitante en nitrógeno y contiene:
*5tnciófl  de elementos traza
Acido  nitriloacétjco      1,50 g.
MnSO4 H20         0,50 g.
NaCI              1,00 g.
FeSO47H,O         O,lOg.
CoCI2              0,10g.
ZnSO47H20         0,lOg.
CuSO4 SH2O         0,Olg.
AIKSO4 12H,0       0,01 g.
H3B03              O,Olg.
NaMoO42H,O        O,Olg.
Agua  destilada         hasta IL.
Nota:  Es necesario señalar que el  medio Kirk original (Kirk y  col., 1986) no contempla la
adición  del  alcohol veratruljco en su formulación.
2.3.2. Medios de cultivo para Saccharomyces  cerevisiae.
2.3.2.1. Medio completo (YEP).
Es  un medio rico utilizado para el mantenimiento de la cepa silvestre. Está compuesto de:
Glucosa                  20g
Peptona                  20g
Extracto  de levadura           i Og
Agua  destilada             hasta IL.
2.3.2.2.  Medio  mínimo  de  levaduras  (MML).
Este  medio se utilizó  para la  selección  y  el  mantenimiento  de  las levaduras transformadas con
el  gen.
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Glucosa
Tartrato  de Amonio
Mg2SO4 71120
KH2PO4
CaCI2
Tiamina HCI
Alcohol  veratríljco
Solución de elementos traza*
Agua destilada
10,0  g.
0,2  g.
0,5  g.
2,0  g.
0,1  g.
1,0 mg.
57,0  jtI.
10,0 ml.
hasta  1L.
*  Glucosa o Galactosa                          20g
Base  de  nitrogeno  de  levaduras  sin  aminoácidos       7g
**  Solución de Aminoácidos                      24ml
Agua  destilada                                hasta IL.
*  En aquellos cultivos de levaduras transformadas con el gen cglccl  donde se quería producir
la  expresión de la proteína recombinante, se utilizó galactosa en lugár de glucosa, a  la misma
concentración, para inducir el promotor pGAL presente en el vector de expresión pYES2 utilizado
para  la transformación de Saccharomyces cerevisiae.
**  Solución de Aminoácidos:
Solución  stock        Mezcla para 1 L de medio
Histidina           10mg/mI                 3ml
Leucina            lO mg/ml                 3m1
Triptófano          10 mg/mI                 3ml
Adenina           2mg/ml                 15ml
Uracilo            2mg/ml                 15m!
Se  esterilizó por filtración  a  través  de filtro  de  0,22  jim  (Millipore)
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2.3.3.  Medios  de cultivo  para  bacterias.
2.3.3.1.  Medio  Luria-Bertani  (LB)  (Sambrook  y  col.,  1989).
Se  utiliza  como  medio  general  para  el  crecimiento  de  cepas  de  bacterias  transformadas  y  el
mantenimiento  de las  mismas.
Bacto-triptona           10,0 g.
Extracto  de levadura       5,0 g.
NaCI                5,Og.
Agua  destilada           hasta 1L.
El  pH se ajusta a 7,5 con NaOH iON
Para  la selección de transformantes resistentes  a  ampicilina, se añade  ésta  a  una  concentración
final  de  100  tg/p.l,  en  condiciones  estériles,  tanto  en  medio  sólido  como  líquido.  Además,  cuando
se  realiza  la  selección  de transformantes  por  producción  de  actividad  3-galactosidasa,  se  agrega  al
medio  X-gal  (sustrato  de  la  -galactosidasa)  y  el  inductor  IPTG,  a  concentraciones  finales  de  40
.Lg/.Ll.
2.3.3.2.  Medio  SOB  (Hanahan,  1983).
Se  utiliza  para  recuperar  cepas  recién  transformadas  y en  la  obtención  de  células  competentes.
Bacto-triptona                 20,0g
Extracto  de  levadura             10,0 g
NaC1                       0,5g
Agua  destilada                 hasta 1L
El  pH se ajusta a  7,5. Antes de usar se añaden 20 mI/l de
MgSO4 1 M de una solución estérI.
2.4.  CULTIVOS  DE MICROORGANISMOS
2.4.1.  Cultivos de Hongos.
2.4.1.1.  Ensayos  cualitativos  en placa.
Los  estudios  en placa se realizaron utilizando medio 7 y medio Kirk preparados con agar  2%
(p/v).  Se realizaron modificaciones del medio Kirk que fueron las siguientes:  se  sustituyó la fuente
de  carbono del medio,  la glucosa, por otras fuentes como fructosa,  manosa y sorbosa  a  la  misma
concentración  que el medio original, y se realizaron estudios en este medio con la adícción o no de
alcohol  veratrílico. Las  placas fueron inoculadas  en la zona  central con  un fragmento de agar de
aproximadamente 5x5 mm2, procedente de un cultivo del hongo crecido durante 6-7 días en medio
7  sólido. La temperatura de incubación fue de 28°C en todos los casos, a menos que se especifique
lo  contrario.  En  todos  los  ensayos  las  placas  fueron  preparadas  por  triplicado  y  se  prepararon
controles  abióticos,  para  confirmar  que  los  cambios  ocurridos  eran  debidos  al  crecimiento  del
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hongo. El crecimiento del hongo se controló midiendo diariamente el diámetro de la colonia y en
los  casos de decoloración, se registró el día de comienzo de ésta.
2.4.1.1.1.  Degradación  de colorantes  poliméricos.
En  los estudios de degradación de colorantes poliméricos  de tipo antrona  Azul  de Ramazol  y
Poly  R-478, estos se prepararon en soluciones stock al 5% (p/v) y fueron esterilizados por filtración
mediante  filtro Millipore de 0,22 jtm. El Azul de Ramazol se  disolvió en agua y el Poly R-478 en
etanol al 60% y se adicionaron en condiciones estériles al medio de cultivo hasta una concentración
final  de 0,05%  y 0,02% (plv), respectivamente. El  medio de cultivo utilizado para  este ensayo fue
el  medio Kirk y  variantes del  mismo en  las que  se  utilizaron otras  fuentes de carbono: fructosa,
manosa y sorbosa en la misma cantidad que la glucosa en el medio Kirk original.
2.4.1.1.2. Capacidad de oxidación del ácido tífico.
Este  ensayo se realizó siguiendo el protocolo descrito por Braddo y colaboradores (1996). Se
prepararon  placas conteniendo ácido tánico al  1% (en buifer fosfato 0,01 M, pH 6,0), y 3% de agar.
El  estudio se  realizó con  Coriolopsis  gallica  y  con Asperguillus  níger,  como control positivo
del  experimento, pues contiene tanasa.  Tras  7  días de  incubación se vio  que, mientras  A.  níger
había  crecido y presentaba un halo de degradación del tánico, C. gallica  no era capaz de crecer. Por
lo  que se modificó el medio, utilizando medio 7, sin fuente de carbono, y  se  le adicionó el ácido
tánico al 1%.
2.4.1.1.3.  Decoloración  del  efluente  industrial.
En  los cultivos donde se agregó  efluente,  éste fue  previamente tratado reduciendo su pH inicial
hasta 6,0 ±  0,2 con ácido clorhídrico (33%). El efluente se añadió hasta una concentración de 20%,
40%,  60% y 80% (y/y)  según cada caso. Este ensayo se realizó en medio 7, medio Kirk sin alcohol
veratrílico  y  medio Kirk  con  alcohol  veratrílico.  Los  medios  fueron  preparados a  una
concentración 1OX y  se diluyeron a su concentración normal mediante la adición del efluente y
agua.
2.4.1.2. Cultivos líquidos.
2.4.1.2.1. Preparación del inóculo.
Los  preinóculos de Coriolopsis  gallica  se prepararon a  partir  de cultivos en placas Petri  con
medio  7,  en los cuales el micelio del hongo había cubierto  totalmente  la  placa,  aproximadamente  7
días.  Se cortaron fragmentos de agar de aproximadamente  1 cm2, que se introdujeron en matraces
Erlenmeyer  de 500 ml conteniendo 200 ml de medio 7 y 4 esferas de vidrio, las cuales permitieron
una  mejor dispersión de los propágulos de micelio. Este cultivo se incubó durante 24-48 h en
agitación (120 r.p.m.) a una temperatura de 28°C. Transcurrido este tiempo se procedió a inocular
los  diferentes medios de cultivo ensayados. El preinóculo se obtuvo a  partir de la fase líquida,
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previamente  filtrada a través de un colador estéril. El volumen del preinóculo en todos los casos fue
de  1/10 (y/y)  del volumen del cultivo.
2.4.1.2.2.  Condiciones  generales  de  los cultivos.
Todos  los  cultivos  en  medios  líquidos  fueron  realizados  en  matraces  Erienmeyer  de  500  mi,
con  200  ml del  medio de cultivo, que se  especifica en cada caso. La temperatura de incubación en
estos  ensayos fue siempre de 28°C y la agitación de 110 r.p.m. Los matraces de cada ensayo fueron
preparados por triplicado y siempre se cultivaron en paralelo controles abióticos de cada ensayo.
2.4.1.2.3.  Cultivos  suplementados  con  efluente.
El  efluente  utilizado  en  estas  experiencias fue previamente  tratado  de  forma  que  se  reduce  su
pH  inicial  hasta  6.0   0,2  mediante la  adición de  ácido clorhídrico (33%). E!  efluente fue
esterilizado conjuntamente con medio de cultivo, sin que sufriera ninguna alteración de color ni
precipitación.
En  estas cinéticas suplementadas con efluente,  los medios de cultivo (medio 7 y medio Kirk)
fueron preparados en una concentración 1OX y diluidos a  lx  mediante la adicción de efluente y
agua. Las concentraciones de efluente ensayadas fueron de 20, 4Oy 60% para el caso del medio 7 y
40% en todos los casos en que se realizó con medio Kirk.
El  medio Kirk se preparó modificando su  composición en relación a  la  fuente de carbono
utilizada. Los ensayos se realizaron variando la cantidad de glucosa, aumentándola hasta 5 veces su
concentración normal (10 gIl), por otro lado se preparó un medio Kirk sin fuente de carbono y por
último  se  sustituyó la  glucosa por  sorbosa, a  la  misma concentración. En todos los casos se
prepararon  junto  con los  medios Kirk modificados, medios Kirk normales que  se utilizaron como
controles  del ensayo.
2.4.1.2.4. Preparación de cultivos con alta actividad lacasa.
Para  la obtención de un caldo de cultivo con una alta actividad lacasa, necesario para su
posterior aplicación en la decoloración del efluente, se siguió el procedimiento desarrollado por
Carbajo  (2001).  Se inocularon  matraces  con  medio  Kirk  con  el hongo  y e  dejaron  crecer  durante  5
días,  transcurridos  los  cuales,  se  añadió  al  medio  de  cultivo  una  solución  de  ácido  tánico  a  una
concentración final de 100 iM,  como inductor de la actividad lacasa (Carbajo, 2001). A partir de
aquí  se fue siguiendo espectrofotométricamente, a diario, la actividad lacasa del caldo del cultivo
hasta obtener su pico de máxima actividad.
2.4.1.2.5.  Análisis  gravimétrico  de  polifenoles  en los cultivos.
Se  tomaron muestras de diferentes días de los cultivos en medio 7 suplementados con efluente.
La  biomasa  del hongo fue  inicialmente retirada  del caldo  de  cultivo  mediante su  filtración con
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papel  Miracloth. Posteriormente el filtrado se acidificó hasta pH 1 usando HCI (33%). Después de
24  horas a  4°C, la  fracción polifenólica precipitada fue  recogida  mediante centrifugación (10000
r.p.m.  durante 20  minutos a  4°C). Esta  fracción fue  congelada a  —  70°C,  para  ser posteriormente
liofilizada.  El peso seco de este precipitado fue determinado gravimétricamente y por duplicado.
2.4.1.2.6.  Determinación del peso seco del micelio.
Con  el  fin  de analizar  el  efecto del  efluente  sobre  el  crecimiento  de  Coriolopsis  gallica,  el
micelio  de  distintos  días  de  cultivo,  en  la  cinética  eñ  medio  7  suplementado  con  distintas
concentraciones  de efluente, se recogió mediante su filtración a través de filtros de papel Miraclóth
y  se lavó varias veces con agua  destilada, congelándose a —70°C para  su  posterior liofilización y
determinación del peso eco.
2.4.2. Cultivos de Saccharomyces  cerevisiae.
Para  el  cultivo  de  las  levaduras  transformadas  de  la  cepa  W-303 lb  de  Saccharomyces
cerevisiae  se  utilizó  el  medio  mínimo  de  levaduras  (MML),  al  cual  se  le  adicionaron los
aminoácidos correspondientes a la auxotrofia de la levadura, salvo el uracilo, pues es el marcador
que posee el vector utilizado para la selección de los transformantes.
Las  levaduras, en todos los  casos se incubaron a 30°C en agitación, salvo que el experimento
requiera alguna condición diferente.
2.4.2.1. Medios sólidos pra  la detección de la actividad lacasa.
Para  el estudio de la actividad enzimática lacasa, producida por las levaduras transformadas, se
añadió al medio mínimo de levaduras (MML) los sustratos 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) y el ácido
2,2’-azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónjco (ABTS))  a concentraciones finales de 0,2  mM y 10
mM.  A su vez, se realizó un estudio sobre la influencia de la concentración de cobre en la actividad
lacasa  producida por las levaduras transformadas. Para ello se utilizó medio mínimo de levaduras
(MML) al que se añadió, además del sustrato ABTS, sulfato de cobre a concentraciones finales de
0,1,  0,2, 0,4 y 0,8 mM. Se hicieron modificaciones de la fuente de carbono utilizada en el medio
mínimo de levaduras (MML), que es galactosa, añadiéndole, simultáneamente manosa y galactosa
a  distintas concentraciones finales con el fin de comprobar su influencia sobre el crecimiento y la
actividad  de la lacasa recombinante.  1
2.4.2.2.  Medios líquidos para levaduras transformadas con el gen cglcclA.
Para  el estudio de la actividad lacasa, en medios líquidos, del gen cglcclA de Coriolpsis gallica
expresado en forma heteróloga en Saccharomyces cerevisiae, se inocularon matraces de 250 ml con
lOOmI de  medio  mínimo  URA  y  con una  concentración final de 0,4  mM  de CuSO4.  Estos
matraces fueron inoculados con  una solución, obtenida a partir de la disolución de una colonia de
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las  levaduras transfromadas, en agua estéril. Su  incubación se realizó a 30 °C, salvo que se  indique
lo  contrario.
La  actividad lacasa  fue  monitoreada mediante la  medición  espectrofotométrica de la  muestra
con  los  sustratos  ABTS  y  2,6-dimetoxifenol  a  una  longitud  de  onda  de  436  y  468  nm,
respectivamente.  La mezcla de reacción se preparó mezclando partes  iguales  de la muestra y de una
solución  de ABTS 0,1 M  en tampón acetato 0,1 M  pH 5,2, o en el caso del 2,6-dimetoxifenol  se
realizó  preparando una mezcla 1:1 (vollvol) con la muestra y el 2,6-dimetoxifenol que se diluyó en
tampón acetato 0,1 M pH 5 hasta una concentración final de 1 mM en la mezcla de reacción.
Las  distintas  variaciones realizadas  tanto  en los  medios de  cultivo  como  en  las mediciones
espectrofotométricas  de  la  actividad  lacasa  son  indicadas  en  el  apartado  correspondiente  de
Resultados.
2.4.3. Cultivos de bacterias.
Para su crecimiento, las bacterias e incubaron a 37°C empleando como medio sólido LB con
agar  (2% p/v) y como medio líquido LB. salvo que el microorganismo o el experimento requieran
otras  condiciones, en cuyo caso se indicará en el protocolo correspondiente.
2.5.  Determinaciones  de actividades enzimáticas.
2.5.1.  Actividad  lacasa.
Estos  ensayos de  actividad  lacasa  se  realizaron  en  todos  los  cultivos  sumergidos, tanto  los
realizados  con  Coriolopsis gallica, como los realizados con la levadura Saccharomyces cerevisiae
transformada.
La  unidad  de actividad lacasa  se  definió como la  cantidad de enzima  que  oxida  1 pmol  de
substrato  por  minuto.  Se utilizaron como sustratos el  ácido 2,2’-azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfónico  (ABTS)) ó el 2,6-dimetoxifenol, cuando se detectaron interferencias en la medición con
ABTS  debidas a  la  capacidad  de algunos compuestos aromáticos de reducir  este  compuesto. El
ensayo  de  la  actividad  lacasa  con  ABTS  se  realizó  según  Wolfenden  y  Willson  (1982).  El
coeficiente  de extinción molar del producto  (radical catiónico del ABTS) es  s,  =  29300 M1 cm1.
El  ensayo consiste en medir el cambio de absorbancia de la mezcla de reacción, a  una longitud de
onda  de 436 nm, durante  1 minuto. La  mezcla de reacción se preparó mezclando partes iguales de
la  muestra y de una solución de ABTS 0,1 M en tampón acetato 0,1 M  pH 5,2.
Para  medir la actividad lacasa con el sustrato 2,6-dimetoxifenol (ce, =  49600 M’  cm’)  se siguió
el  método propuesto por  Shuttleworth y col.,  1986. Se basa en la oxidación del 2,6-dimetoxifenol
en  ausencia  de peróxido  de  hidrógeno.  Se  realizó  preparando  una  mezcla  1:1 (vol/vol)  con  la
muestra y el 2,6-dimetoxifenol que se diluye en tampón acetato 0,1 M pH 5 hasta una concentración
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final  de 1 mM en la mezcla  de reacción.  Se cuantificó  la  variación  de  absorbancia  a  una  longitud  de
onda  de 468 nm durante 1 mm.
2.5.2.  Actividad lignina-peroxidasa.
La  actividad  lignina peroxidasa se determinó según el método descrito por Tien y Kirk (1984),
que  se  basa  en  la  oxidación  del  alcohol  veratrílico  a  veratraldehído  en  presencia  de  H202.  La
mezcla  de  reacción  contiene una  concentración  final  de tampón  tartrato  (PH  3,0)  de  100 mM;
alcohol  verairílico 2 mM y 14202 0,4 mM. El incremento de absorbancia se  mide a una  longitud de
onda  de 310  nm durante  1 minuto. El  coeficiente de extinción molar  del veratraldehído en estas
condiciones  es de c0= 9300 M’cm’.
2.5.3.  Actividad  manganeso-peroxidasa.
Para  medir la actividad manganeso peroxidasa se siguió el método descrito por Pick y Keisare
(1980)  con algunas modificaciones. Se utilizó como sustrato el rojo  fenol y la mezcla de reacción
fue  la  siguiente: tampón tartrato  100 mM (pH 5,0);  H202 0,1  mM; MnSO4  0,1 mM y rojo fenol
0,01%  (p/v). Estos reactivos se mezclan con la muestra y se deja reaccionar a temperatura ambiente
durante  una  hora.  La reacción se detiene  por  la adicción  de  50  pi  de NaOH  4 N  por  ml de reacción.
La  absorbancia se  midió a  una longitud de onda de 610 nm. El  coeficiente  de  extinción  molar  del
producto  oxidado  en  estas  condiciones  es  de  s=  9300  M’cm’.
2.6.  Concentración de caldos enzimáticos.
Como  paso previo  a  la  medición espectrofotométrica de la  actividad lacasa  de las  levaduras
transformadas,  primeramente  se  filtró  el  caldo  enzimático  mediante  un  kitasato  conectado  a  una
bomba  de vacio y con  un filtro  de 45  jtm.  Esté  filtrado  se  concentró  mediante  su  centrifugación
durante  30 minutos a 8000 rpm  y 4°C, en  filtros  Millipore  Ultrafree-15  con  membrana  Biomax  de
10  KDa hasta  el volumen  deseado.
2.7.  Zimogramas  de actividad lacasa.
La  zimografia es  la técnica  mediante la  cual se  realiza  una  separación  electroforética  de  las
proteínas,  en  condiciones  nativas,  y  se  revela  el  gel  con  un  sustrato  específico para  la  actividad
enzimática  en  estudio.  El  sustrato  utilizado  para  revelar  los  zimogramas  de  lacasa  fue  el  2,6-
dimetoxifenol, que a! oxidarse por la acción de la enzima da un color naranja.
La  separación electroforética de proteínas se realizó de acuerdo con el método descrito por
Laemmli  (1970) en cubetas Mini-Protean (Bio-Rad). Los geles constaban de un gel separador y un
gel  concentrador, a  partir de una  mezcla  de acrilamida/bis-acrilamida. La  acrilamida se  utilizó  a
una  concentración  final  de  12%  en  el  caso  del  gel  separador y  del  5%  en  el  concentrador.  Se
cargaron,  en  todos  los  casos, 20  pi  de  muestra  procedente  de  los  sobrenadantes  de  los  cultivos
líquidos  junto  con  5 pi  de  tampón  de  carga  y  se utilizó  un marcador  preteflido  para  SDS-PAGE  de
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Bio-Rad,  que comprende un rango de peso molecular de 7,6 a 216 kDa. La electroforesis se llevó a
cabo  a un voltaje constante de 100 Y, hasta que el frente formado por la migración del bromofenol
azul  del tampón de carga alcanzó el extremo inferior del gel.
Una  vez terminada  la  electroforesis,  el gel  fue  equilibrado  en tampón acetato 0,1  M pH  5,2
durante  30 minutos y se tiñó con una solución de 2,6-dimetoxifenol 10 mM en tampón acetato 0,1
M pH 5,2 hasta que aparecieron las bandas de color naranja correspondientes a la actividad lacasa
en presencia de este sustrato.
2.8.  Isoelectroenfoque (IFE).
El  isoelectroenfoque se realizó con el equipo Mini ¡EF  Cell  111 (Bio-Rad), utilizando un gel
preparado de la siguiente manera: agua destilada 4,5 ml. anfolitos pH 2-4 (Serva) 200 Ji1, 3 ml de
acrilamida-bisacrilamida, 2  ml de  glicerol (25%), 70 ¡ti  de persulfato de amonio y 20 pi  de
TEMED. Se dejó polimerizar durante 30 minutos, posteriormente se aplicaron sobre este gel las
muestras contenidas en fragmentos de los geles de poliacrilamida de los zimogramas.
El  isoelectroerifoque se desarrolló en  las siguientes etapas:
l5minutos           100V
15 minutos          200V
30  minutos          400V
El  revelado se realizó mediante tinción con el sustrato 2,6-dimetoxifenol, de modo análogo al
descrito  para los zimogramas.
2.9.  Decoloración del efluente con caldos enzimáticos.
Se  estudió  la  decoloración  del  efluente, a  partir del tratamiento  con  caldos  enzimáticos
obtenidos  de cultivos de Coriolopsis gallica en medio Kirk con ácido tánico (hasta concentración
final  de  100 tM)  como  inductor  de  la  actividad  lacasa  (apartado  2.4.1.2.4.  de  Materiales  y
Métodos).  Para obtener los caldos  se  eliminaron los restos de micelio,  filtrando los sobrenadantes
de  los  cultivos a  través de  filtros  Miracloth.  Para  asegurar que  en  el  caldo  no  quedaba ningún
micelio,  estos caldos fueron a su vez filtrados por membranas con poro de 0,22 tm.
Para  realizar  los  estudios  de  decoloración del  efluente  se  midió  la  actividad  lacasa  de  este
caldo,  y se prepararon mezclas de 10 ml de volumen final, con  la cantidad necesaria para tener  1
unidad  de actividad lacasa  y el efluente a una concentración del 20%.  Las mezclas se colocaron en
tubos  Falcon de 50 mi,  que se  incubaron a  37 oc en agitación (200 r.p.m.). Además se prepararon
controles  con la misma composición a  la de  las mezclas en estudio, que se  hirvieron durante  10
minutos para inactivar las enzimas y se incubaron en las mismas condiciones.
Se  monitoreó el cambio de color asociado a la degradación enzimática del efluente, a través de
medición  de las unidades  de color, tal  y como se describe en el  apartado 2.1.1.3.  de Materiales y
52
Materiales  y Métodos
Métodos.  También se midieron los cambios en el espectro de absorción de las muestras en el rango
de  longitudes de onda entre 300 y 800 nm.
2.10.  Técnicas  de Biología Molecular.
Entre  las técnicas de biología  molecular que se  describen a continuación no aparecen detalladas
la  preparación de soluciones, ni las digestiones de ADN con enzimas endonucleasas de restricción,
(casa  comercial Roche) que se realizaron básicamente según los métodos descritos por Sambrook y
col., (1989).
2.10.1.  Obtención y purificación de ácidos nucleicos.
2.10.1.1.  Extracción y purificación de ADN genómico de Hongos.
El  ÁDN genómico de los hongos se  extrajo a  partir del micelio separado del medio de cultivo
mediante su filtración a través de papel Miracloth. Este micelio fue lavado repetidas veces con agua
destilada estéril y  congelado rápidamente con nitrógeno líquido y  guardado a  —  70°C para su
posterior liofilización. Una vez liofilizado, el micelio fue triturado con varillas de vidrio estériles
hasta  convertirlo en un  polvo fino.  El ADN  se obtuvo siguiendo el protocolo de Gómez-Pardo y
Peñalva  (1990). La calidad del ADN fue  chequeada  en geles de agarosa (0,7%) que se tiñeron con
bromuro  de etidio. La  cuantificación se realizó mediante la medición de la absorbancia a 260 nm,
considerando  que 1 unidad de absorbancia equivale a una concentración de 50 tg/pi  de ADN.
2.10.1.2.  Extracción y purificación de ARN total.
2.10.1.2.1.  Extracción de ARN de  hongos.
Para la extracción del ARN total de hongos se utilizó el kit “Fast  RNA Kit.-Red”, siguiendo las
indicaciones  del fabricante (BIO-1 01, USA). El  ARN se extrajo a partir del micelio congelado a
-70°C o a partir del micelio liofilizado.
La  calidad  del ARN se verificó mediante un gel de agarosa (0,8%), teñido con bromuro  de
etidio y su concentración se estimó mediante la medición de la absorbancia a 260 nm, considerando
que  una unidad de absorbancia es equivalente a 40 pgfpi de ARN.
2.10.1.2.2.  Extracción de ARN de levaduras.
La extracción de ARN de levaduras se realizó utilizando el mismo kit (Fast RNA Kit-Red) y
protocolo usado para los hongos filamentosos. El ARN se obtuvo a partir de cultivos en medios
mínimos líquidos, después de  48  h de  incubación, en agitación,  a una  temperatura de  30°C. Las
levaduras  fueron recogidas mediante centrifugación a 12000 rpm durante 4 mm, y lavadas repetidas
veces con agua destilada estéril, para eliminar los restos de medio de cultivo.
2.10.1.3. Extracción de ADN plasmídico.
2.10.1.3.1. ADN plasmídico de bacterias.
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Para  la  extracción a  pequeña  escala  de  ADN plasmídico se  utilizó  el  kit  comercial  “High
Plasmid  Purification Kit” de Roche. Las muestras fueron obtenidas a partir del crecimiento, durante
16  h  a  37°C, de la estirpe que contenía el plásmido de interés, en aproximadamente 6 ml de medio
LB  al  que  se  añadió  el  antibiótico  de  selección  adecuado.  A  continuación  las  células  fueron
recolectadas  por  centrifugación  (30  segundos  a  12000  rpm)  y  se  procedió  a  la  extracción  del
plásmido  siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN plásmidico obtenido de esta manera  es
adecuado  para análisis de restricción y secuenciación.
La  extracción a  gran escala,  utilizada  principalmente  para  análisis  de restricción,  se  realizó
según  el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly (1979). Las muestras fueron preparadas de la
misma  manera que en la extracción a pequeña escala.
2.10.1.3.2.  ADN  plasmídico  de  levaduras.
La  extracción  del vector  de expresión,  utilizado para  la transformación  de las  levaduras,  se
realizó  según el método de Hoffman y Wriston (1987). Este método permite la obtención de ADN
total  para  análisis  “Southern” y  de  ADN plasmídico.  Las levaduras fueron crecidas  en  medios
mínimos  durante toda la noche a 3 0°C, en agitación.  Transcurrido este tiempo, las células fueron
recogidas  por  centrifugación  y  se  procedió  a  su ruptura  mediante perlas  de  vidrio  de 0,45 ltm de
diámetro  y  buifer  de  ruptura  celular.  A  continuación  se  siguieron  los  pasos  de  fenolización,
precipitación  y lavados  del  método.  La  cantidad  de  ADN total que se  recupera  se  estima  en  2-4 j.tg,
y  aunque  existe  degradación  mecánica  del  ADN,  este  método  permite  observar  en  Southern
fragmentos  de restricción de 12 Kb.
2.10.2.  Purificación  de  fragmentos  de ADN.
Los  fragmentos de  ADN de interés  se separaron a  partir de geles  de agarosa  de  concentración
adecuada  (desde  0,5  a  2%  de  agarosa)  según  el  tamaño  del  fragmento en  tampón  TAE  (Tris-
acetato  40 mM, EDTA 2rnM, pH 8), y se identificaron mediante tinción con bromuro de etidio por
comparación  con  la  movilidad  electroforética de  los  marcadores de  peso molecular  comerciales
“Marker  X” y “2-Hind III” (Roche).
Para  la  purificación de  estos fragmentos se  utilizó  el  sistema “Ultra  Clean DNA  Purification
Kit”  de la casa  comercial MOBIO (USA).  Se cortó  el  fragmento de gel que  contenía la banda a
purificar  y se procedió siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.10.3.  Purificación de ARNm a partir  de ARN total.
Para  la realización de los estudios de expresión del gen de lacasa cglccl  de Coriolopsis gallica
en  medios que contenían efluente, fue necesario hacer la purificación del ARN mensajero (ARNm).
Esto  fue  debido  a  que cuando se aísla  ARN  total  a partir  de cultivos con  efluente,  este presenta
polifenoles  que pueden inactivar las enzimas utilizadas en las reacciones  de transcripción reversa y
PCR.  La purificación del  ARNm se realizó mediante el aislamiento de las moléculas con extremos
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poliadenilados (“colas de polyA”), utilizando el kit “mRNA Capture Kit” de la casa comercial
Roche. El ARN total fue extraído como se describe en el apartado 2.10.1.2. y a continuación se
procedió a la purificación siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.10.4. Reacción de la transcriptasa  reversa  (RT).
Mediante  esta reacción se sintetiza la  primera cadena de  ADN complementario (ADNc),
utilizando como molde ARN total o, en el caso de las muestras con efluente, el ÁRNm purificado
como se describe en el apartado antenor.
Para  la reacción se utilizó 1 jig de ARN total, 4 il  de hexámeros cebadores y agua desionizada
estéril  hasta  completar 9,8  pi.  Esta  mezcla fue incubada a 65°C para desnaturalizar el ARN y se
enfrió  en hielo durante 5 minutos. A continuación se añadieron 10,2 pi  de la siguiente mezcla de
reacción:  2  pi  de  tampón  lOx  para  la  transcriptasa  reversa  (Roche),  MgC12  5  mM,
desoxinucleótidos trifosfato a concentración final de 1 mM,  50  unidades  de inhibidor de RNAsa y
20  unidades  de  transcriptasa  reversa  del  Virus  de  la  Mieloblastosis de  Aves (AMV  reverse
transeriptase, Roche).
La  mezcla fue incubada  42°C durante una hora, y la reacción se detuvo calentando a 99°C
durante 5  minutos.  A  continuación  se  colocó  en  hielo  durante 5  minutos para ser usada
inmediatamente  o se almacenó a —  20°C  para posteriores utilizaciones.
2.10.5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR).
Para  la reacción en cadena de la polimerasa se utilizaron las enzimas Taq DNA polimerasa de
la  casa comercial Pelkin Elmer o la Kien Taq polimerasa de la casa comercial Clontech.
La  preparación de las mezclas de reacción utilizadas se realizó de acuerdo con las instrucciones
descritas  por  los fabricantes.  Como  norma  general  estas  mezclas  suelen  contener:
ADNmolde                          variable
tampón lOx                         5 pi
MgC1225 mM                       7pi
dNTPs 10 mM                       1 pi
cebador corriente arriba (2OpM)            1 pi
cebador corriente abajo (2OpM)            1 pi
enzima polimerasa               0,5 tl (2,5 unidades)
H20 desionizada estéril                  variable
Volumen Total               50pi
*  Cuando se utiliza la enzima de Clontech no se añade MgCl2 pues está incluido en el tampón de reacción comercial
El  ADNmolde que se utilizó depende de cada experimento realizado. Se utilizó ADNc
sintetizado por la reacción de la transcriptasa reversa (hasta 5 pi del producto de reacción), ADN
55
Materiales  y Métodos
genómico total (200 ng), o fragmentos de ADN donados en vectores de expresión (desde 0,01 pg
hasta  1 ng). El termociclador utilizado fue del modelo “Rapidcycler” de Idaho Technology, USA.
El  procedimiento para realizar la PCR es igual en todos los casos y consta de los siguientes
pasos:
•  Desnaturalización  a  94°C durante  5 minutos.
•  Realización  de  20  a  30  ciclos  de  amplificación  (dependiendo  de  la  concentración  del
molde  a  amplificar)  constituidos  por  las siguientes  fases:
Desnaturalización         94°C    45 segundos
Anillamiento           variable   45 segundos
Elongación              72°C      2minutos
*  La temperatura de anillamiento va a depender de los
cebadores  utilizados en cada caso
•  Elongación  final  durante  7  minutos  a  72°C una  vez  concluido  el  total  de  los  ciclos  para
completar  la  síntesis  de productos  que  quedaron  incompletos  durante  los ciclos  previos.
Terminada la PCR la reacción se coloca en hielo si va a ser utilizada inmediatamente o se
almacena a -  20°C para posteriores usos.
2.10.6.  Clonaje de productos  de PCR.
El  clonaje  de  productos  de  PCR  se  realizó  mediante  el  kit  “pGEM-T  Vector  System”
(Promega) que permite el clonaje en el vector pGEM-T, especialmente diseñado para los productos
de  PCR.
2.10.7.  Síntesis  del ADNc del gen  de lacasa  cglccl.
La  síntesis del ADN complementario (ADNc) se  realizó a partir  de ARN extraído de micelio
aislado  de un cultivo líquido con alta actividad lacasa.
En  la  reacción de PCR  para  sintetizar la  segunda cadena y  amplificar  los ÁDNe sintetizados
mediante  la reacción de la transcriptasa reversa (según metodología del apartado anterior 2.10.5) se
utilizaron cebadores específicos para los extremos 5’ y 3’ del gen que códifica para el gen de lacasa
(cglccl)  de Coriolopsis gallica. Estos cebadores fueron diseñados tomando como referencia la
secuencia del ADN genómico del gen cglccl, publicada en el Gen Bank con el número de acceso
AYO 17340.  A  estos  cebadores  se  les  unió  una  secuencia  de  reconocimiento  para  la endonucleasa  de
restricción  Bgl II,  de manera  que  el  fragmento  de  ADN  amplificado  pudiera  ser  donado  en  el
vector  de  expresión  pYES  2.
La  secuencia de estos cebadores fue la siguiente:
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Cebador corriente arriba:  icc5  5 ‘-GAAGATCTTCATGCTGCACACTCGCACTCG-3’
Cebador corriente abajo: lcc3  5 ‘-GAAGATCTTCGGGTTCTCCGCGTAGTAGGTCGG-3’
En  negrilla  aparecen  marcadas  las  secuencias  de  reconocimiento  para  la  endonucleasa  de
restricción  Bgl  II.  La  temperatura  de  anillamiento  utilizada  en  la  reacción  de  PCR  con  estos
cebadores  fue de 60°C.
2.10.8.  Métodos de  transformación.
2.10.8.1.  Transformación  de bacterias.
Se prepararon células competentes de Escherichia  coli DH5a  siguiendo el método descrito por
Hanahan  (1983). Las células de E. coli competentes (100 j.tl) se descongelaron en hielo y se añadío
el  plásmido a transformar, dejándose la mezcla  en hielo unos 20  minutos. La entrada del plásmido
en  la célula se induce mediante un  choque térmico producido por  la  incubación a  37°C durante 5
minutos  y  el posterior enfriamiento en hielo durante 2 minutos.  Las  células, ya transformadas, se
incuban  durante  1  hora  a  37°C  en  1  ml  de  medio  SOB  (apartado  2.3.3.2.),  para  permitir  la
recuperación  de estas  y  la  replicación  del  plásmido transformado.  Finalmente,  se  recuperan  las
células  mediante centrifugación a  12000 rpm durante 30  segundos y se  plaquean en medio LB con
ampicilina  (apartado  2.3:3.1.).  Cuando  se  selecciona  además  por  pérdida  de  la  actividad  Ç3-
galactosidasa,  se incluye en el medio X-gal e IPTG.
2.10.8.2.  Transformación  de levaduras.
Para  la preparación de células competentes de levaduras y su transformación se utilizaron dos
protocolos  distintos. Por un  lado el método  descrito por Elble (1992), más rápido y sencillo, pero
con  menos eficiencia de transformación y el protocolo de transformación de levaduras por choque
térmico y acetato de litio, con más alta eficiencia de transformación (Ito y  co!., 1983; Schiestl y
col.,  1989).
En  ambos  métodos,  las  levaduras  fueron  crecidas  durante  toda  la  noche  en  medio  completo  a
30°C,  en agitación,  hasta  alcanzar  una  densidad  óptica  a  660  nm  de  0,8-1 U. Para la transformación
se  utilizó  aproximadamente  1 pg  de  ADN  plasmídico  y  ADN  “carrier”  procedente  de  esperma  de
salmón  sonicado,  que  fue  previamente  desnaturalizado  durante  5  minutos  a  100°C.  Los  dos
métodos  utilizan  una mezcla  de Polietilenglicol  (PEG 4000)  40%, LiAc 0,1 M y  TE  1X, pH 7,5,
para hacer a las célulascompetentes, es decir susceptibles a la entrada del plásmido, más un choque
térmico a 42°C.
La  sencillez  y rapidez del  método de Elble radica en que no hay tantos lavados y preparación
de  las células  de  levadura,  antes  de transformarlas,  como  ocurre  en  el  otro  protocolo.
Las  células  recién  transformadas  son  plaqueadas  en  medio  mínimo  de  levaduras  (apartado
2.3.2.2.)  con  los  aminoácidos  correspondientes  a  la  auxotrofía  de  la  levadura,  excepto  el
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aminoácido que  lleve  el  vector de  expresión como marcador, así  seleccionamos a  aquellas
levaduras que hayan sido transformadas.
2.10.9.  Secuenciación  automática  del  ADN.
La  secuenciación automática del ADN se realizó  en el  Servicio de Secuenciación Automática,
del  Centro de Investigaciones Biológicas (CIB-CSIC) de Madrid.
2.10.10.  Análisis  de las secuencias  de ADN.
La  consulta  de  secuencias  se  realizó  en  las  bases  de  datos  GeneBank  (National  Center  for
Biotechnology  Information, Bethesda,  USA)  y EMBL  (European  Molecular  Biology Laboratory,
Heidelberg,  Alemania), con las siguientes direcciones  electrónicas:  httø:llwww.ncbi.nlm.nih.gov y
httD:Ilwww.ebi.ac.uk.
El  análisis  informático  de  las  secuencias  se  realizó  con  los programas ALIUN, BESTFIT y
BLAST,  integrados  en  el  macroprograma  “GCG  Wisconsin”  desarrollado  por  Devereux  y
colaboradores  (1984).
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3.  RESULTADOS
3.1. Caracterización del efluente de la industria cervecera.
3.1.1. Caracterización preliminar del efluente.
Como ya se mencionó en la introducción (apartado 1.1.3.), el efluente objeto de este estudio
procede de la regeneración, con NaOH, de los filtros de polivinilpolipirrolidona (PVPP) a través de
los  cuales  se  hace  pasar  la  cerveza  para  su  estabilización  coloidal,  proceso  denominado
clarificación  de la  cerveza. Este  efluente fue  recogido  de un  ciclo  de filtración  de  5009  Hl  de
cerveza  y  presenta un color marrón oscuro y con las siguientes características fisico-químicas:
pH  básico:             13,6
Unidades  de Color:       71538 ± 3525
DQO:                 29,88± 2,3 g/L
Tras  la centrifugación de distintas muestras  del efluente no aparecieron sólidos en suspensión,
ni  tampoco cuando éste fue esterilizado en autoclave durante 20  minutos a 1 l0°C  En estas mismas
muestras  se llevó a cabo el análisis de los fenoles totales, fenoles no tánicos y taninos que dio como
resultado  los siguientes valores:
Fenoles         Concentración (gíL)         Desviación estandar
Totales               1,50                      0,05
No  Tánicos              0,40                    0,01
Taninos               1,08                    0,06
3.1.2.  Condiciones  óptimas  de  esterilización  y  pH.
Como  paso  previo  al• biotratamiento  del  efluente  con  el  hongo,  se  realizaron  estudios  para
determinar  las  condiciones  óptimas  de  esterilización  del  efluente,  teniendo  en  cuenta  que  éste  no
debía  precipitar  o  variar  su  color.  El  efluente  no  varío  su  color,  ni  experimentó  ninguna
precipitación  al ser  esterilizado sólo,  ni tampoco cuando  era esterilizado junto  con  el resto de los
componentes  de los distintos medios de cultivo. Así mismo, se  comprobó que  dentro de un rango
de  pH comprendido entre 4,00 y 7,00 el efluente alcalino no experimentaba ninguna alteración de
precipitación,  ni  cambio  de  color.  Por debajo de PH 3 tenía lugar una  precipitación de algunos de
los  componentes  del efluente que modificaron el color del mismo.
3.1.3. Análisis  por espectroscopía de absorción infrarroja.
El  análisis mediante espectroscopía infrarroja es una técnica conservativa en la que  la muestra
es  analizada sin ningún tratamiento  previo  que  la  altere.  Es  un  método  analítico  que  aporta  datos
generales  acerca  de  la  composición  de  las  muestras.  La  información  que  dan  las  bandas,  a  distintas
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frecuencias,  es a  menudo asignable a tipos de enlace que  pueden corresponder a  más de una clase
de  molécula,  por  lo  que  los  datos  aportados  deben ser  siempre  interpretados  con  cautela,  y  ser
complementados  con otras técnicas analíticas.
En  el  apartado 2.1.2. de Materiales y
Métodos  se  explicó  como  se prepararon
las  diferentes fracciones del efluente, que
se  analizaron por espectroscopía de IR, y
que  fueron:  precipitado  del  efluente  por
acidificación  y  sobrenadante del mismo.
Las  asignaciones  de  las  principales
bandas  de absorción en los espectros que
corresponden  a  las diferentes  estructuras
de  las  moléculas  de  carbohidratos,
lípidos,  proteínas y  otros  compuestos  se
hicieron  de  acuerdo  con  los  datos
publicados en  la  bibliografía (Bel!amy,
1961; Nakanishi, 1962).
En  la figura 4 se muestran los espectros de IR de estas dos muestras que presentaron perfiles
muy  similares entre sí.  A  continuación se  describen las  principales bandas  de  absorbancia
detectadas en ellas (Tabla 4) y las diferencias existentes.
La  banda ancha a  3400 cm1, que puede ser atribuida a grupos OH, aparece con intensidad
similar  en las dos muestras del efluente: la precipitada con ácido (que corresponde a una fracción
1’
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Figura  4:  Espectros infrarrojos (IR)  de  la  fracción
precipitada del efluente (A) y de la fracción correspondiente
al sobrenadante d l efluente (B).
Tabla  4:  Asignaciones  de  las  principales  bandas  de  los  espectros  infrarrojos  de  la
fracción precipitada con ácido del efluente, y de la fracción soluble.
AsignaciónFrecuencia cm1
3400
2920
1720
1660
1550
1422-1366
1460
1130
1030
820
Tensión  O—H en grupos que forman puentes de H
Tensión  C—H alifática
Tensión  C=O de grupos carboxilo
Tensión  C=O en amidas (amidas 1)
Flexión  N=H en amidas (amidas II)
u(C—OI-] en fenoles
Deformación  C—H alifática
5(C—CH) en piano
Tensión  de grupos OH alcohólicos
Grupos  C-H  aromáticos
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de  alto peso molecular), y  la fracción sobrenadante, que  corresponde a los constituyentes solubles
del  efluente (compuestos de bajo peso molecular). La banda a 2920  cm’,  producida por la tensión
C—H alifática, aparece muy tenue  en ambas  muestras. El hombro a  1720 cm1,  correspondiente a
tensión  C=O  en  grupos  carboxilo,  aparece  claramente definido  en ambas  muestras,  siendo más
fuerte  en la fracción soluble. Las dos bandas claras de amidas 1(1660 cm’)  y amidas 11(1550 cm’)
que  indican la presencia de proteínas en la fracción  precipitada del efluente, junto con las bandas
atribuibles  a  la  presencia de  sustancias fenólicas, (picos a  820 cm»’ asignados a  grupos C-H
aromáticos), indican la  posible presencia  de complejos proteínas-taninos  en  la  fracción  de alto
peso  molecular del efluente precipitada  con el ácido. La presencia de proteínas, concretamente de
algunos  aminoácidos, y de compuestos fenólicos procedentes de taninos, es  sugerida también por
algunos  productos de pirólisis de esta misma muestra del efluente como se describe en el apartado
3.1.4.  de Resultados.  La  propiedad  de  los  taninos  de  unirse  a  proteínas y  a  otros  compuestos
mediante enlaces de tipo fuerte ha sido ampliamente descrita (Flagerman y Butler,  1981; Wettstein,
1993; Reed, 1995).
En  la muestra correspondiente a  la  fracción soluble del efluente se puede observar una banda
intensa de grupos aromáticos sustituidos, frecuente en fenoles, situada en torno a los 1480 cm»’, que
no  se detectó en la fracción de alto peso molecular y que puede ser atribuida a los fenoles de bajo
peso  molecular  procedentes  de  los  taninos.  Las  bandas a  1030  cm’  debidas  a  grupos  OH
alcohólicos  se observaron en ambas  muestras pero con mayor intensidad en la fracción  soluble del
efluente  y pueden  atribuirse a  carbohidratos  que no  han  sido fermentados durante el  proceso de
fabricación  de la cerveza. La presencia de bandas de proteína, carbohidratos y lípidos, no permiten
descartar  la presencia de trazas  de biomasa de levaduras en este efluente, sobre todo en la fracción
de  alto peso molecular.
3.1.4.  Pirólisis/cromatrografía  de  gases/espectrometría  de  masas  (Pi-CG-EM).
La  técnica  de pirólisis,  acoplada  a  cromatografla de gases-espectrometría de masas  (Pi-CG-
EM)  ha  mostrado  ser  una  técnica  rápida  y  útil  para  la  caracterización  de  un  gran  número  de
macromoléculas naturales y sintéticas. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en el análisis de
gran  variedad de compuestos tales como ácidos húmicos (Schulten y Schnitzer, 1993; Almendros y
col.,  1997; Fabbri y col., 1998), ligninas de diversos orígenes (Ralph y Hatfield, 1991; Fidalgo y
col.,  1993;  Terrón  y  col.,  1 993a), carbohidratos (Pouwels y  col.,  1989) y  diferentes  sustratos
lignocelulósicos  degradados por  hongos ligninolíticos  (Calvo y  col,  1995; Terrón y  col.,  1993b,
1995).  Es una técnica destructiva de gran interés para el estudio de las macromoléculas de alto peso
molecular,  en  general, que  permite  caracterizar los  diferentes compuestos a  partir de  sus
pirogramas típicos, o a través  de la  presencia de productos de pirólisis específicos, que pueden
correlacionarse con una determinada estructura química. Para ello se requiere de poca cantidad de
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muestra,  y  ofrece  simultáneamente  datos  de  diferentes  clases  de  compuestos  como  azúcares,
derivados  fenólicos, proteínas, etc.
La  identificación de los productos de pirólisis se basó en la interpretación de sus espectros de
masas  y en la comparación con los registrados en la librería “National Bureau of Standard” (NBS)
y  con los datos de Pi-CG-EM publicados en la bibliografia (Pouwels y col., 1989; Ralph y Hatfield,
199 1). Los productos más volátiles que eluyen por debajo del scan 200 no  fueron  considerados,  ya
que  la mayor parte de ellos representan los fragmentos más pequeños (peso  molecular < 80)  que se
obtienen  mediante pirólisis y no son indicadores diagnósticos de ningún tipo de macromolécula en
concreto.  La  preparación de  las muestras  del efluente  se  reaLizó como se explica  en el  apartado
2.1.3.  de Materiales y Métodos, y la fracción precipitada, mediañte la acidificación del mismo, fue
la  que  se  utilizó  para  este  tipo  de  análisis. En  la  Tabla  5 se muestran  los  distintos compuestos
identificados,  así como sus áreas relativas.
Tabla  5: Productos de pirólisis de la fracción precipitada del efluente.
Arca  Rclativa***
N*  Nombre                Origeu**    &an      PM          Precipitado del  Efluente
1    Metilpirrol                    P        213        81                 1,31
2    Estireno (Vinilbenceno)            P        292        104                  0,81
3    Fenol                      Lig/P     612       94                22,6
4    3-Metilfenol                 LigfP      866       108               1,23
5   4-Metilfenol                  Lig/P        929         108                  10,84
6    Guaiacol                        Lig935    124               18,67
7    4-Etilfenol                    Lig      1154       122                2,3
8    4-Metilguaiacol                Lig/P       1188       138                3,17
9    4-Vinil1nol+ Catecol             Lig       1278       230                6,27
10   4-Etilguaiacol                  Lig       1361       152                1,53
11    Indol                           P1391   117                   1,92
12    4-Vinilguaiacol                    Lig/AF    1426        150                   9,88
13   2,6-Dimetoxifenol (Siringol)        Lig       1496       152               0,84
14   Eugenol                     Lig      1500       164              0,95
15   Acd. Decanoico                 Lp        1833       172                2,63
16   Acd. Mirístico                  Lp        2105       228                7,25
17  Acd.  Palmítico                 Lp        2354       256                6,01
*  En  todos los análisis realizados por  Pi-CG-EM,  cada  compuesto se designé  siempre con  un  mismo  número, para  mantener  la
homogeneidad  en cuanto a la numeración.
**  P=Proteina; Lig= Lignina; AFrÁcido ferúlico; Lp”Lípidos
Área  relativa. Las diferencias respecto al  100% se deben a la presencia  de compuestos  desconocidos  o  minoritarios.
Los  principales grupos  de productos, derivados de la  pirólisis de esta fracción precipitada del
efluente,  fueron  los  siguientes:  Derivados  fenólicos:  58%; Derivados de  aminoácidos: 31%;
Derivados  de  lípidos:  11%.  Estos  valores  se calcularon mediante la suma de las áreas relativas
teniendo en cuenta que hay productos  que  pueden ser  derivados tanto  de aminoácidos como  de
fenoles.
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Dentro  del grupo de compuestos derivados de fenoles, los productos mayoritarios detectados
fueron:  fenol  (3),  4-metilfenol  (5),  guaiacol  (6)  y  4-vinilguaiacol  (12)  (Tabla  5).  Otros  picos
importantes  correspondieron a  Los producidos por  la coelucción de 4-vinilfenol  y  catecol (9) y 4-
metilguaiacol  (8). Todos  estos  compuestos  se  han  descrito  tanto,  como productos  típicos  de  la
pirólisis  de taninos,  como derivados de  la  pirólisis de  lignina, paja y  madera (Ralph y  Hatfield,
1991; Terrón y col., 1996). Esto es un resultado esperado porque la lignina y los taninos comparten
una  serie  de  características estructurales comunes de  polifenoles (William y  col, 1986).  Los
compuestos como fenol (3),  4-metilfenol (5),  guaiacol (6) y catecol (9), han sido descritos como
productos de piróLisis en  granos  de  cebada  (Hordeum  vulgare)  (Galletti  y  Reeves,  1992). Los
principales  compuestos fenólicos, identificados en la bibliografia, procedentes de muestras  cerveza
son:  catequina, epicatequina, procianidina B3, prodelfinidina B3 y ácido ferúlico (Cortacero y col.,
2003).  A su vez, el fenol (3), guayacol (6), catecol (9) y 2,6-dimetoxifenol (13) han sido descritos
como  derivados típicos de taninos  presentes  en muestras de vino, que pueden ser atribuidos a la
presencia  de pelargonidina, peonidina, cianidina y  malvidina, respectivamente, en la  sustancia
tánica original. Por otro lado la ruptura del anillo heterocíclico de estos taninos, produce cantidades
relativamente  más  pequeñas  de 4-metilfenol (5),  4-etilfenol (7),  4-vinilfenol  (9), 4-metilguaiacol
(8)  y  4-metilcatecol  (Galletti  y  col.,  1995).  Todos  estos  compuestos,  salvo  el  4..metílcatecol,
estaban  presentes en la muestra precipitada de nuestro efluente.
Entre  los  derivados  de  aminoácidos  se  detectaron  los  siguientes  productos  de  pirólisis:
metilpirrol (1), estireno (2), indol (11)  y  los compuestos, fenol (3),  3-metilfenol (4), 4-metilfenol
(5),  4-metilguaiacol (8) que  pueden  ser  atribuidos  tanto  a  fenoles  como  a  proteínas.  El  alto
porcentaje  de  compuestos  derivados  de  aminoácidos,  en  esta  fracción  del  efluente,  puede  ser
debido  a  que  los  taninos,  presentes  en  el  mismo,  presentan una elevada capacidad para formar
fuertes complejos con proteínas (Hagerman y Butler,  1981; Wettstein, 1993; Reed, 1995). El fenol
(3)  y metilfenol (4) han sido descritos como productos de pirólisis del aminoácido tirosina, eJ indol
(11)  del triptófano, y el estireno (2) de la fenilalanina (Chiavari y Galletti, 1992; Stankiewicz y
col.,  1997). Estos aminoácidos fueron determinados en muestras de cerveza (Cortacero y col.,
2003).
El  ácido  decanoico (15),  mirístico  (16)  y  palmítico (17) conforman el grupo  de productos de
pirólisis  derivados de los lípidos (Fabbri y col.,  1998). Se conoce que las semillas contienen grasas
y  que los taninos también son  originarios de  las semillas. Es  por  lo tanto posible  que los taninos
presentes en el efluente, atrapen los ácidos grasos en su forma libre o como triglicéridos o son
esterificados con ácidos grasos, produciendo un efecto importante sobre las propiedades del tanino
tales como la astringencia.
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3.2.  Estudios  de  decoloración  del  efluente  con  el  basidiomiceto  Coriolopsis  gallica.
3.2.1.  Ensayos  cualitativos  de  decoloración  en  medios  sólidos.
El  hongo  basidiomiceto  de  podredumbre  blanca  Coriolopsis  gallica  fue  seleccionado  en
nuestro  laboratorio,  entre  diferentes  especies  de  basidiomicetos,  por  su  capacidad  para  decolorar
efluentes  procedentes  de  la  industria  papelera,  siendo  aplicado,  con  éxito,  en  el biotratamiento  y  en
la  decoloración de estos efluentes (Calvo y col., 1998; Zapico, 1999). Este hongo también  mostró
capacidad para degradar colorantes empleados en la industria textil (Pickard y col., 1999; Téllez y
col.,  2001). Carbajo y colaboradores (2002), estudiaron el efecto del ácido tánico, como posible
inductor de la producción de la actividad lacasa en Coriolopsis gallica, cuyos resultados revelaron
un  aumento  evidente  de  los  niveles  de  lacasa  extracelular  y  de  los  niveles  de  transcritos  de  la
misma  en presencia  del  ácido  tánico.  Esto  resulta  interesante  a  la hora  de trabajar  con este  efluente,
que  como  se  ha  visto  anteriormente  contiene,  principalmente  compuestos  polifenólicos,  entre  ellos
taninos.
Este  conjunto  de  resultados  nos  llevó  a  elegir  a  este  hongo  para  realizar  el  estudio  de  la
decoloración  de  este  tipo  de  efluente  de  la  industria  cervecera,  bien  sea,  utilizando  el  hongo  como
parte  de  un  sistema  de  tratamiento,  o utilizando la lacasa producida por medio de su expresión
heteróloga en  levaduras como Saccharomyces cerevisiae, que ofrece como velos agregado la
facilidad de participar activamente en el proceso de fabricación de la cerveza. Este tipo de estudios,
además, permitirá profundizar en aspectos fisiológicos y moleculares de la degradación mediada
por  enzimas ligninolíticas, que a pesar de haber sido intensamente estudiada, aún dista mucho de
ser plenamente comprendida.
3.2.1.1. Comparación de la capacidad de crecimiento y decoloración del efluente con otros
basidiomicetos, en diferentes medios de cultivo.
En  un primer estudio de la capacidad de Coriolopsis gallica, tanto de crecer como de decolorar
el  efluente de la industria cervecera, se realizaron diferentes ensayos cualitativos en medios sólidos.
Como  controles positivos de  la  decoloración se  utilizaron dos  especies de  basidiomicetos:
Phanerochaete chrysosporium y Trametes sp. 1-62.
Phanerochaete  chrysosporium  es el organismo utilizado, con mayor frecuencia, como modelo
en  los estudios de degradación de la lignina y junto con las especies del género Trametes son los
hongos  basidiomicetos mejor estudiados desde la bioquímica y  la  biología molecular. Ambos
hongos  han demostrado, además, gran  capacidad de  degradación de  una  amplia variedad de
compuestos y un gran potencial  para aplicaciones industriales. P. chrysosoporium,  al presentar dos
estados: sexual y asexual, en cultivo puro, ha permitido el avance en el estudio de su genética, y se
han  utilizado las técnicas de  biología molecular  en la  expresión homóloga y heteróloga de sus
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enzimas  extracelulares.  Por su parte,  en Trametes,  a pesar  de que su  estudio  a  nivel molecular  no
está  tan desarrollado,  también se  han detectado familias de genes  de peroxidasa y lacasas, y se  han
utilizado  estas enzimas  para diversos tratamientos de sustratos complejos.
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El  estudio comparativo de estos tres basidiomicetos  se realizó  en placas que contenían  medio 7
y  medio Kirk (sin alcohol veratrílico), con  20% de efluente industrial.  El medio 7 es  un medio más
completo,  con un alto contenido en nitrógeno, mientras que  el medio Kirk es bajo  en nitrógeno.  Se
prepararon  controles  abióticos,  no
inoculados,  y controles del crecimiento de
las  distintas cepas en  medios sin efluente.
El  crecimiento,  en  mm,  de  las  colonias
fue  medido  diariamente  con  el  fin  de
establecer  un  control  de  crecimiento
micelial  y  la  existencia  o  no  de
decoloración  del efluente,  así como el  día
de  comienzo de la decoloración.
Phanerochaete  chrysosporium  fue  la
cepa  que  presentó  mayor  crecimiento
tanto  en los  medios control,  como en  los
medios  con  20%  de  efluente.  Su
crecimiento  fue  más rápido en los medios
controles  que  en  los  suplementados  con
efluente,  siendo  el  medio  7  en  el  que
mejor  se  desarrolló,  produciendo  un
micelio  mucho  más  denso  y  en  menor
tiempo  (Fig.  5).  Sin  embargo,  en  los
medios  con  efluente,  su  crecimiento  fue
más  rápido  en el  medio Kirk en el cual al
sexto  día  de  incubación  el  micelio  ya
había  cubierto  toda  la  placa,  además  de
_________________________________       ser n el  único  medio  donde  se  produjo
decoloración  del efluente que comenzó en
_________________________________       el día  8  de  incubación  (Fig.  6).  En
Phanerochaete  chrysosporium  la
ligninolísis  se  activa  en  condiciones
limitantes  de nitrógeno,  como es el  medio
Corio!opsis  gallos
100    1    2    3    4    5    6    7    8    9
Tiempo de incubación (dias)
—Medio  7
Medio 7 +  20% Efluente
Medio Kirk
—u— Medio Kirk +  20% Efluente
Figura  5: Capacidad de crecimiento y decoloración de
tres  especies de  basidiomicetos en  medios sólidos
control  y  suplementados con  20%  de  efluente. Las
flechas indican el comienzo de la decoloración.
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Kirk,  durante  la  fase  de  metabolismo  secundario  (Keyser  y  col.,  1978). Es  probable  que  en este
medio  se  activara  el  sistema enzimático que  da lugar  a  la ligninolisis  degradando  los compuestos
complejos  responsables del color del efluente.
El  basidiomiceto  Trametes sp. 162 tuvo la  misma capacidad de desarrollo tanto  en medio Kirk
como  en  medio  7,  con  y  sin  efluente,  aunque  con  un  crecimiento  un  poco  más  retardado  en  el
medio  Kirk, cuando  este contenía efluente (Fig. 5).  Sin embargo, la decoloración comenzó antes en
el  medio  Kirk (día  6  de  incubación),  que  en  medio 7  que  empezó a  decolorar  en el  día  8.  En la
figura  6  se observa  que  en medio Kirk  la decoloración  del efluente  fue mayor  que  la  obtenida  en
medio  7.  En medio Kirk el  micelio presentó  la característica  de un halo  de sobrecrecimiento justo
por  encima del halo de decoloración del efluente.  Estudios realizados con esta cepa (Mansur,  1996;
González,  2001,  González y col.,  2003a y b)  han permitido detectar  actividad  lacasa en diferentes
condiciones  de cultivo.
A  diferencia  de  los  otros  dos  basidiomicetos,  Coriolopsis  gallica  creció  mucho  mejor  en
medios  suplementados  con  efluente que  en  los controles,  y dentro  de estos  en  el  medio  Kirk fue
donde  mejor  se  desarrolló,  lo  que  puede  indicar  que  la  adición  del  efluente  pudo  estimular  el
crecimiento  del hongo (Fig. 5).
Mientras  que en el medio 7 con efluente
tardó  14  días  en  cubrir  toda  la  placa  de
micelio,  tan sólo fueron necesarios 8 días de
incubación  en  el  medio  Kirk  con  efluente.
___________________________________________  La  producción  de micelio  fue  menos  densa
en  el medio  Kirk que  en  el medio  7,  donde
el  crecimiento  fue  más  lento  y  con  un
micelio  más compacto.
La  decoloración  que  produjo  C. gallica
fue  muy temprana  en ambos  medios, siendo
mucho  más  intensa  en  el  medio  Kirk  (Fig.
6).  En  medio  7,  la  decoloración  comenzó
desde  la  periferia  de  la  placa  de  cultivo
hacia  el centro de la misma, mientras que en
el  medio  Kirk  la  decoloración  se  produjo
desde  la  zona  central  hacia  el  exterior,
exclusivamente  donde  existía  micelio y  fue
avanzando  esta  decoloración  con  el
1 E
Phanerochaete  chrysasporium
1
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Cori  olopsis gal/ira
Figura  6:   Decoloración producida por  Phanerochaete
clnysosporium,  Trametes  sp. 1-62 y  Coriolopsis gal//ca  en
medios sólidos uplementados con 20% de efluente. A: Control
abiótico; 8:  Medio 7; C: Medio Kirk (sin alcohol veratrílico).
Tiempo  de  incubadón: 14  dias  para  Phanerochaete
clnysosporium  y  Trametes sp. 1-62, 8  días para Cor/o/opsis
gal//ca. Temperatura de incubación: 28°C.
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crecimiento del hongo. Puede que en el medio Kirk, el hongo necesitara de la degradación del
efluente para poder desarrollarse, al ser este medio más limitado, originándose a la vez un halo de
crecimiento  y decoloración solapados.  Sin embargo, en el medio 7  quizás al  hongo no le  fue tan
necesario  la  degradación  de  los  componentes  del efluente  para  crecer, pues  este  medio  es  más
completo,  con lo cual primero se formó un halo de crecimiento de micelio y posteriormente el halo
de  decoloración que se  desarrolló  por la periferia del mismo, cuando  los nutrientes del medio de
cultivo  fueron agotándose.
En  los medios controles su desarrollo fue  muy similar en ambos, con la salvedad de que en el
medio  Kirk se observó una producción de pigmentos.
En  resumen, Coriolopsis gallica mostró buena capacidad de crecer y decolorar estos medios
que  contenían efluente, ya  que aunque presenta un  crecimiento más lento, que los otros dos
basidimicetos,  su  decoloración fue mucho más adelantada y su  desarrollo fue mucho mejor en los
medios  que fueron suplementados con efluente.
3.2.1.2. Temperatura óptima de decoloración.
Una  vez  comparada  de  manera  cualitativa  la  capacidad  de  crecimiento  y  decoloración  del
efluente  por  Coriolopsis gallica con otros  dos  basidiomicetos, se  estudio  el  efecto  que  podría
producir  la  temperatura  de  incubación  en  estas  capacidades.  Este  estudio se  realizó  a  las
temperaturas de 28°C y  37°C tanto en medio Kirk (sin alcohol veratrilico) como en medio 7,
suplementados con 20% de efluente. Como controles se utilizaron estos mismos medios sin la
suplementación de efluente.
El  crecimiento de Coriolopsis gallica prácticamente no se vio afectado por  la temperatura. El
hongo tardó los mismos días en cubrir toda la placa de micelio a una temperatura de incubación de
28°C  qúe  a  3 7°C. Por el contrario, tanto en los medios control como en los suplementados con
efluente  la capacidad de decoloración observada a 37°C fue, en principio, algo mayor que a 28°C, si
bien  en  el  día  15  de  incubación  la  decoloración  producida  fue  prácticamente  igual,  a  ambas
temperaturas.
Cuando  la  temperatura de  incubación fue  de  3 7°C, el  medio  de cultivo se  secó  mucho más,
produciendo  una  decoloración  del  medio,  observada  en  las placas  con  efluente  utilizadas como
controles  abióticos. Además,  en  el  medio Kirk  con  efluente,  C.  gallica  produjo  pigmentos  que
aparecieron  mucho antes y con mucha más intensidad a  la temperatura de 3 7°C. La  producción de
estos  pigmentos se presentó desde el centro de la colonia hacia la periferia siguiendo el crecimiento
radial  del  micelio.  Estos  resultados  obtenidos  dificultan  los  estudios  posteriores  y  como  la
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decoloración y el crecimiento no se ven drásticamente afectados por las diferencias de temperatura
se optó por planificar los experimentos posteriores a 28°C.
Figura 7: Diferencias en el crecimiento de Coriolopsis gallica en diferentes temperaturas
de  incubación. Tiempo de incubación: 8 días. A: Medio 7 control; B: Medio Kirk control;
C:  Medio 7 con 20% efluente; D: Medio Kirk con 20% efluente.
3.2.1.3.  Capacidad  de  crecimiento  y  decoloración  en  medios  de  cultivo  con  distintas
concentraciones de efluente.
Después de comprobar que C. gallica  era capaz de crecer en presencia de este efluente y  de
decolorarlo, se realizó un estudio de sus capacidades de crecimiento y  decoloración a diferentes
concentraciones del mismo. Las concentraciones utilizadas para este ensayo fueron de 20, 40, 60 y
80%  de efluente. Así mismo, se probó a crecer el hongo en un 100% de efluente sólo y  con la
suplementación de los componentes del medio de cultivo con el fin de enriquecerlo, pero en ningún
caso  se observó crecimiento, por lo  que la concentración más alta ensayada fue  la de 80% de
efluente.
Se ensayó, además, la influencia sobre el crecimiento y decoloración de Coriolopsis  gallica  del
compuesto alcohol veratrílico, el  cual se ha descrito como un  inductor de la  actividad lacasa
(Bollag  y  col., 1988, Mansur y  coL., ¡998; Zapico, 1999; González, 2001; Arana-Cuenca y  col.,
2004) adicionándolo al medio Kirk.
Como  se ha visto en  los estudios anteriores, Coriolopsis  gallica  se desarrolló de  manera
análoga tanto en el  medio 7 como en el  medio Kirk,  cuando estos no presentan efluente. Sin
embargo, al  añadir, a  estos medios, distintas concentraciones del  efluente se observó que su
crecimiento fue mayor en el medio con concentración limitante de nitrógeno (medio Kirk)  que en
el  medio completo, como el medio 7 (Fig. 8).
Medio  7 Medio  Kirk Medio  Klrk
Temperatura  37°C
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En  cuanto al crecimiento  de este hongo en medio Kirk con y sin alcohol veratrílico control,  sin
efluente,  resultó  también  similar  sin  observar  influencias  en  el  crecimiento  por  la  adición  de
alcohol  veratrílico. En estos medios C. gallica  produjo pigmentos que comenzaron a aparecer al día
7  de incubación y que  no se  originaron en el  medio 7 sin efluente. Sin embargo, cuando este  medio
7  se suplementó  con  efluente se dio  la formación de estas sustancias cromóforas.  Se ha descrito la
formación  de sustancias cromóforas  en el tratamiento de efluentes del pulpeo para  la producción de
papel,  utilizando  Trametes  versicolor,  y se ha sugerido  que podría deberse a la actividad lacasa que
genera  quinonas  y  compuestos  diméricos  a  partir  de  diferentes  precursores  que  podrían  estar
presentes  en el medio generando fenómenos de polimerización.
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Figura  8:  Capacidad de  crecimiento y  decoloración de  Corio!opsis gallica en  difa-entes medios sólidos
suplementados con distintas concentraciones de efluente. Las flechas indican el comienzo de la decoloración.
Comparando  el  crecimiento  de  C.  gallica  a  distintas  concentraciones  de  efluente  se  pudo
observar  como en el  medio 7 el desarrollo del hongo fue siempre más lento  que en medios Kirk con
y  sin alcohol  veratrílico, y que a mayor  concentración del efluente el  crecimiento de) hongo se fue
haciendo  más  lento  en todos  los  medios. También,  se  observó  que  a  bajas  concentraciones  del
efluente,  la adición  de alcohol  veratrílico apenas  influyó en el crecimiento  del hongo, sin embargo
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cuando se suplementó el medio de cultivo con 80% de efluente sí que se observaron diferencias
apreciables en el crecimiento, siendo el hongo capaz de desarrollarse mejor en el medio Kirk con
alcohol verafrílico  que sin  él, además,  de ser en  el único medio donde  se vio  decoloración a esta
concentración  de efluente (Fig. 8).
En  todos  los  medios suplementados con  un  20%  de  efluente  se  produjo decoloración,
comenzando el día 3 de incubación en medio Kirk (con y sin alcohol veratrílico) y  el día 5 en
medio  7. Sin embargo, esta decoloración fue más acusada en medio Kirk que en medio 7, además,
en  este medio,  la decoloración comenzó desde la periferia de la placa hacia el centro de la  misma,
mientras  que  en los  medios  Kirk se  produjo  desde  la  zona  central  hacia  el  exterior, como  ya  se
había  observado en los estudios anteriores. En el medio Kirk con alcohol veratrílico fue donde  se
produjo  una decoloración más intensa, pero a  su vez, fue  también donde se originaron mayor
cantidad  de  pigmentos oscureciendo el  medio  de  cultivo (Fig.  9).  Estos pigmentos fueron
producidos siguiendo el crecimiento radial del micelio e hizo que se formara un sobrecrecimiento
del  hongo  sobre  la  zona  donde  se  desarrollaron  los  cromóforos.  En  medio  Kirk  sin  alcohol
veratrílico  y  en  medio  7  también  hubo  producción  de pigmentos  pero  de  forma  más  puntual  y
menos  acusada.
En  los medios adicionados con 40% de efluente se produjo decoloración en el medio Kirk con
y  sin alcohol veratrílico comenzando en el día 9 del crecimiento  del hongo y siendo mayor cuando
el  medio Kirk no  contenía este  inductor.  En el  medio 7 no  se  observó  decoloración  dentro  de lo
primeros  30  días  de  incubación.  Cuando  la  proporción de  efluente  fue  del  60%  o  del  80%,  las
placas  en  las  que  mayor  decoloración  se  produjo  fueron  en  las  que  contenían  medio  Kirk  con
alcohol  veratrílico.  Pero en ambas  concentraciones de  efluente esta decoloración  fue  muy débil y
tardía,  comenzando entre los días 13 y  14 de incubación. En  el medio Kirk  sin inductor y  a  una
concentración  de efluente de 60% o del 80% también hubo decoloración, pero ésta se retrasó hasta
el  día 16  6 20 del crecimiento, respectivamente (Fig. 9).
En  resumen, podemos decir  que en medio
7,  Coriolopsis gallica fue capaz  de crecer  en
todas  las concentraciones de  efluente,  si bien
su  crecimiento se hizo más lento a medida que
se  fue  aumentando  el  porcentaje  de  efluente
Figura  10:  Diferencia en  el  crecimiento  de  adicionado.  Sin  embargo  en  este  medio,  C.
Corio!opsis  gallica  en  distintos  medios  galilea sólo fue  capaz  de decolorarlo  a  una
suplementados con 80 % de efluente. Tiempo
de  incubación: 20 días. A:  Medio 7;  B: Medio  concentración de 20% de efluente,  que fue  la
Kirk; C: Medio Kirk con alcohol veratrílico.  más baja ensayada.
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Figura  9: Decoloración del efluente producida por Coriolopsis gallica en diferentes medios sólidos
suplementados con distintas concentraciones de efluente. A:  Medio 7; B: Medio Kirk; C: Medio Kirk
con  alcohol veratrilico.
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En  el medio  Kirk con y sin alcohol veratrílico, este hongo creció y decoloró el efluente a bajas
concentraciones (20 y 40%). Sólo se vieron diferencias apreciables en el crecimiento (Fig. 10) y en
la  decoloración, a la concentración más elevada de efluente ensayada (80%) en la cual se observó
que  el desarrollo micelial del hongo y  la degradación del efluente eran mayores en presencia del
alcohol veratrílico.
3.2.1.4. Actividad ligninolítica  en medios sólidos.
La  hipótesis de partida fue que la degradación producida por el hongo, de este efluente de la
industria  cervecera, implicaría  la  participación de  su  sistema ligninolítico,  sin  descartar la
contribución  de otras enzimas al  proceso. Por esta razón se decidió realizar un  ensayo que
contemplara en primer lugar el estudio de las capacidades ligninolíticas de C. gallica,  mediante el
uso de colorantes poliméricos de tipo antrona Poly R-478 y Azul de Ramazol. Se ha descrito que la
degradación y decoloración de este tipo de colorantes se relaciona con la capacidad de los hongos
de  podredumbre blanca de producir enzimas ligninolíticas. El  Azul de Ramazol ha sido descrito
como  un sustrato de fenoloxidasas principalmente (Bourbonnais y  Paice, 1990; Zapico, 1999) y
peroxidasas (Chahal y  col., 1995), mientras que la decoloración del colorante Poly R-478 ha sido
relacionada fundamentalmente con la presencia de peroxidasas extracelulares (Gold y col., 1988).
Como ya se mencionó en el apartado 3.1.!.  los taninos constituyen una parte importante de la
composición del efluente. Por esta razón, en segundo lugar se realizó un estudio para comprobar si
C.  gallica  es capaz de producir de manera extracelular la enzima tanasa, de manera que esta enzima
fuera una de las responsables de la degradación del efluente.
3.2.1.4.1. Decoloración de colorantes poliméricos.
o
0123456789
Tiempo de cubación (ds)
Kirk  +AzuldeRamazol
Kirk  +  Poly R-478
Kirk  + 20% Efluente
100
90
80
70
60
50
40
30
20
lo
E
E
e
=
o
8
It
o
-c
2
Para  la  realización de este ensayo se utilizó  el
medio Kirk  que fue suplementado con los colorantes
poliméricos  Azul  de Ramazol y  Poly  R-478, tal  y
como  se  describe  en  el  apartado  2.4.1.1.1  de
Materiales  y  Métodos. Con  el  fin  de comparar los
parámetros  de  crecimiento y  decoloración de  C.
gallica  en este ensayo se incluyeron como control
placas de medio Kirk más 20% de efluente.
10  11
Figura  II:  Capacidad de  crecimiento de  CorbIopsís
galla  en  medio  Kirk  sólido  suplementado  con
colorantes  poliméricos y 20 % de efluente. Las flechas
indican el comienzo de la decoloración.
El  crecimiento fue muy similar tanto
con  Azul  de  Ramazol,  como  en
suplementado con 20% de efluente. Sin
en  el medio
el  medio
embargo, el
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desarrollo  del micelio del hongo fue más lento en el medio que contenía el colorante Poly R-478
(Fig.  II).  La decoloración también fue muy análoga en las placas con efluente y Azul de Ramazol.
En  ambos casos, esta decoloración comenzó en los primeros días de crecimiento del hongo (días 3
y  4 de incubación, respectivamente), si bien fue más intensa en las placas de Azul de Ramazol. En
el  día 10 de incubación las placas del Azul de Ramazol estaban prácticamente decoloradas, las de
20%  de efluente se encontraban en un 50% de decoloración de la  placa y  las de Poly R-478
comenzaban a  decolorarse en este día (Fig.  12). Al  día  14 de incubación la  decoloración era
prácticamente del 100% en todos los casos.
Figura  12: Decoloración de los colorantes
poliméricos Azul de Ramazol y Poly R-478,
y  del etluente por Coriolopsis galilea en
cultivos en placa con medio Kirk.
Hasta la fecha, en C. gallica  no se han detectado
actividades de lignina ni  manganeso peroxidasa, pero
si  se ha detectado, donado y secuenciado un gen de
lacasa  (cglccl)  (Calvo,  1995; Calvo y  col.,  1998;
Zapico,  1999;  Carbajo,  2001).  Zapico,  1999,
demostró  como el  Azul  de  Ramazol producía un
efecto inductor sobre la actividad lacasa semejante al
efecto inductor producido por efluentes de la industria
papelera, y  como la enzima lacasa era la responsable
de  la decoloración de este sustrato, al aumentar los
niveles  de transcritos del  gen cglcc]  de C.  gallica
coincidiendo  con  la  decoloración  del  Azul  de
Ramazol. Estos datos podrían explicar la decoloración
temprana  del  Azul  de  Ramazol y  del  efluente,
mientras  que  en  medios con  Poly  R-478 tanto  el
crecimiento  como  la  decoloración  se  dieron
tardíamente y con menos intensidad.
3.2.1.4.2.  Estudio  de  la producción  de  tanasa  extracelular  por  Corioiopsisgallica.
El  objetivo de este estudio fue el  de comprobar si  C. gallica  es capaz de producir tanasas
extracelulares. La enzima tanasa, (EC 3.1.1.20), cataliza la esterificación de ácido tánico a  ácido
gálico  y glucosa y en la naturaleza juega un papel muy importante en la recirculación de la biomasa
de  plantas (White,  1957). Se ha descrito que muchos microorganismos, especialmente hongos,
producen esta enzima en ambas formas, ligada a membrana y  extracelular. Las tanasas se han
aplicado en el tratamiento de efluentes de curtido así como en la producción industrial de ácido
gálico  (libuchi y col., 1968).
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El  efluente utilizado en este estudio, como se ha mencionado en el apartado 3.1. de Resultados,
esta  formado por  compuestos fenólicos, fundamentalmente taninos. Con este  ensayo se pretendía
ver  si la degradación de este efluente pudiera ser debida a la producción de este tipo de enzimas por
el  hongo.  Bradoo  y  colaboradores,  (1996),  estudiaron  la  producción  de  tanasa  extracelular en
cincuenta  hongos pertenecientes a  diversos grupos. Entre  ellos, Asperguillus níger fue una de las
mejores  cepas productoras dé tanasa. Por ello, esta cepa fue utilizada como control positivo de la
producción de esta enzima. Tras 7 días de incubación se vio que, mientras A. níger había crecido y
presentaba un halo de degradación del ácido tánico, C. gallica  no era capaz de crecer en ácido
tánico  exclusivamente. Por  lo que se  modificó el medio de cultivo, utilizando medio 7,  sin fuente
de  carbono, y se le adicionó ácido tánico al 1%, observándose entonces crecimiento del hongo pero
no  decoloración. Esto nos lleva a  pensar que este  hongo probablemente no produzca este tipo de
enzima,  con lo cual la degradación del efluente puede ser debida a su actividad ligninolítica.
3.2.1.5.  Decoloración del efluente en medio Kirk con distintas fuentes de carbono.
Estudios realizados en  nuestro laboratorio, con Coriolopsis gaiica,  han mostrado como la
decoloración de diferentes efluentes industriales está influida por  el  tipo  de  fuente  de carbono
utilizada en los medios de cultivo (Calvo, 1995). El tipo de fuente de carbono y su concentración,
en  el  medio  de  cultivo,  también  mostraron  influencia  sobre  los  niveles  de  actividad  lacasa
detectados  en  los  cultivos  líquidos.  A  su  vez,  se  realizaron  estudios  del  efecto  producido  por
variaciones  en  la  fuente  de  nitrógeno,  sobre  los  niveles  de  actividad  lacasa,  no  encontrándose
influencias  significativas (Zapico, 1999).
Con estos antecedentes, se realizó un estudio de la decoloración del efluente en medio Kirk con
diferentes fuentes de carbono. El ensayo se realizó con una suplementación del 20% de efluente, a
la  vez que  se  realizó un  ensayo en paralelo con  el colorante Azul  de Ramazol, para  comparar el
crecimiento  y la capacidad ligninolítica de C. gallica en estos medios. En ambos casos (medios con
efluente  o Azul  de Ramazol) el crecimiento del hongo fue muy semejante en aquellos medios que
contenían  glucosa, fructosa y  manosa. Sin embargo cuando  el medio de cultivo tenía sorbosa,  el
crecimiento se vio bastante disminuido, quizás porque la sorbosa puede ser una fuente de carbono
poco metabolizable por el hongo. El desarrollo de C. gallica fue mejor en los medios con efluente
que  en aquellos que contenían Azul de Ramazol (Fig. 13).
Sin  embargo, en cuanto a  decoloración se  refiere, fue  muy similar en los medios con  efluente
como  en  aquellos  que  contenían  Azul de Ramazol (Fig. 14). En  ambos casos, se observaron
diferencias en la decoloración en relación al tipo de fuente de carbono utilizada.
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En  el  medio  Kirk  que  contenía
sorbosa  como  fuente  de  carbono,  cabe
destacar  que aún  siendo  el  desarrollo  del
hongo  bastante más lento, en comparación
con  los  otros  medios  (Fig.  13),  la
decoloración  producida  fue  más  intensa.
En  el día  10 de incubación,  el  micelio, en
Figura  13:  Diferencias en  el  crecimiento de  Coriolopsis
gallica  en medio Kirk suplementado con Azul de  Ramazol    los  medios  con  sorbosa  y  Azul  de
y  etluente.  Tiempo  de  incubación:  7  días.  A:  Medio  Kirk    Ramazol  había  alcanzado
con  glucosa; B:  Medio Kirk con fructosa; C:  Medio Kirk
con  manosa; D: Medio Kirk con sorbosa.                aproximadamente el  30%  de  la  placa  de
cultivo,  y  ya  se  observaba  un  halo  de  decoloración  del  50%  de  la  placa.  En  el  mismo  día  de
incubación,  en  medios  con  efluente  y  sorbosa,  el  hongo  había  cubierto  de  micelio  el  50%  de  la
placa  y  también  se  observó  un  halo  de  decoloración  deI  50%,  aproximadamente.  Esto  puede
dcbcrse  probablemente  a  que  el  crecimiento  del  hongo  fue  mucho  menor  por  ser  la  sorbosa  una
fuente  de  carbono  poco  metabolizable  para  el  hongo,  favoreciéndose  así  la  producción  de  enzimas
ligninolíticas  extracelulares  capaces  de  degradar  el  efluente  y  el  colorante.  En  el  caso  del  Azul  de
Ramazol  se  observó  como  el  crecimiento  empezó  a  aumentar  rápidamente  cuando  comenzó  la
decoloración  del  colorante.
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Figura  14:  Decoloración del etluente y  Azul de Ramazol producida por el crecimiento
de  Coriolopsis galilea en medio Kirk con distintas fuentes de carbono.
Glucosa  Fructosa  Manosa  Sorbosa
20  % efluente                       Azulde Ramazol
75
Resultados
3.2.2.  Estudios de decoloración en medios líquidos.
Las pruebas cualitativas realizadas para el estudio de la degradación y decoloración del efluente
por  Coriolopsis gallica en medios sólidos, son una herramienta útil que nos sirve para valorar la
capacidad degradativa de este microorganismo, pero en ningún caso el resultado de estas pruebas
puede  considerarse como un criterio concluyente, y  debe complementarse con análisis  adicionales
que  nos  permitan  obtener  una  información  más  completa de  un  proceso  que  esta  influido  por
múltiples  factores y  que es  extraordinariamente variable,  según el  organismo de que  se trate.  Por
ello  se iniciaron una serie de ensayos con el objetivo de estudiar las condiciones apropiadas para  la
degradación  de este efluente por biotratamiento con C. gallica, en medios líquidos.
3.2.2.1.  Posiblé efecto inhibitorio  de los compuestos  fenólicos del elluente  sobre  el crecimiento
de  C. gallica.
En  los ensayos cualitativos realizados en placas se había observado que C. gallica, en
condiciones control, sin efluente, se desarrollaba de manera  similar tanto en medio 7 como en
medio Kirk. Sin embargo, cuando a estos medios se les adicionaba  distintas concentraciones de
efluente,  su  comportamiento  era  diferente,  observándose  una  disminución  en  el  crecimiento  en
medio  7 con efluente. Se realizó entonces un  estudio de la capacidad  de crecimiento de C. gallica
en  medio 7 líquido, con distintas concentraciones de efluente que fueron de 20% (y1), 40% (y2) y
60% (y3). Se extrajo el micelio, en diferentes días del biotratamiento para cuantificar su peso seco
y  con ello la biomasa del hongo. Los valores de peso seco del micelio a lo largo del tiempo de
incubación se muestran en la tabla 5. Un porcentaje de efluente industrial de 20% (Y1) o de 40%
(Y2)  no afectó al crecimiento normal  de Coriolopsis  gallica.  Por el contrario, los valores de peso
seco  del  micelio,  en  el  día  6  de  cultivo,  fueron  notablemente  más  bajos  en  las  muestras  que
contenían  60% de efluente (y3) y se observó un crecimiento más lento del hongo (Tabla 6).
Tabla  6:  Crecimiento de  Corioiopsis g&Ike  en  medio  7  líquido en
presencia de  diferentes  cóncentraciones de  efluente, determinado
gravimétricamente como Peso Seco de micelio, expresado en mg.
Tiempo  de incubación  (días)
0 6 12’
Vi(20%Efiuente) 0 417,3 660,6
V2(40%Efluente,) 0 364,8 723,4
y,  (6O%Efluenle) 0 158,3 844,7
La  alta  proporción de taninos  o sustancias polifenólicas presentes  en V3 podría  explicar este
posible  efecto inhibitorio del efluente sobre el crecimiento de C. gallica. Los efectos tóxicos de los
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compuestos tánicos sobre el crecimiento de muchos microorganismos son bien conocidos (Scalbert,
1991;  Zhao  y  Kwan,, 1999).  Es  de  destacar  que  como  si  ocurriera  un  posible  fenómeno  de
adaptación  el medio, una vez que este retraso del crecimiento se superó, el hongo entró en una fase
de  crecimiento exponencial y  los valores de peso seco del micelio en el  día 12 de incubación,
fuerón  incluso superiores a los de las  muestras que contenían más baja proporción de efluente
(Tabla  6).
3.2.2.2.  Decoloración  y disminución  de la  DQO  en medio  7  con distintas  concentraciones  de
efluente.
Una  vez analizadas las diferencias en el crecimiento de C. gallica en este medio, con diferentes
concentraciones  de efluente, se estudio la  influencia de este  crecimiento sobre la decoloración del
efluente.  Para  ello,  se tomaron  muestras  del cultivo  en distintos  días  para  evaluar decoloración,
DQO,  y cuantificar el  valor del peso seco  de la  fracción polifenólica  de las muestras  biotratadas
con  el hongo, obtenida mediante su precipitado con ácido.
El  porcentaje de decoloración del efluente en los diferentes días de incubación con C. gallica se
muestran  en la  figura  15 (A).  Aunque en todos los casos,  los valores de decoloración al final  del
período  de incubación fueron del 50%  aproximadamente, estos valores fueron muy diferentes en el
día  6  de  experimento. En  las  muestras  que  contenían  un  20%  de  efluente  (Vi)  se  alcanzó una
reducción  del  color  de 40%  aproximadamente ya  en  el  día  6  de  tratamiento  y  fue  ligeramente
superior  en el día 12 de la cinética. Por otro lado, una mínima disminución de color fue  observada
en  los primeros seis días de  incubación en las muestras que contenían 40%  de  efluente  (y2),
consiguiéndose un 51% de reducción de color final en los últimos  seis días de tratamiento.
Los  valores más bajos de  decoloración (45,7%)  fueron obtenidos en  las muestras que
contenían  una mayor proporción de efluente (60%). Además, en este caso, se produjo un aumento
de  las unidades de color, durante los seis primeros días de tratamiento con el hongo, dando valores
“negativos”  de  decoloración.  Este  aumento  del  color  puede ser  debido a  la  producción de
pigmentos  por  el hongo, como ha sido reportado por Bergbauer y Eggert (1993) en algunos hongos
de  podredumbre blanca  como  Trametes  versicolor,  si  bien  un  incremento  de  color  debido  a  la
actividad  lacasa  no  debe  ser  descartado  bajo  estas  condiciones  experimentales.  Bollag  y
colaboradores  (1988) observaron  la adaptación del hongo a  los compuestos fenólicos tóxicos  por
medio  de la actividad de una lacasa que era capaz de mediar la detoxificación de estos compuestos,
catabolizando  su polimerización formando fenoles que  resultaban menos tóxicos para  las células.
El  incremento de color que fue observado al  día 6 de tratamiento  en la muestra V3, que contenía la
más  alta proporción de taninos, puede ser el resultado de esta reacción de polimerización.
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Los  valores absolutos  más altos de decoloración
fueron  conseguidos  por  Coriolopsis  gallica  en  la
muestra  y3,  durante  los últimos  seis días  de cultivo
variando  desde  valores  “negativos”  de  decoloración
(-10,7%)  en  el  día  6  de  cultivo,  hasta  45,7%  de
reducción  de color  en el  día  12.  Ha  de tenerse  en
cuenta  que  no se observó  ninguna adhesión de color
oscuro  al  micelio  del  hongo,  por  lo  cual  los
resultados  de la decoloración pueden ser atribuidos a
un  mecanismo de degradación fúngica.
Los  resultados  en  la disminución de la demanda
química  de oxigeno mostraron una tendencia  similar
a  los  de  la  decoloración.  De la  misma  manera,  la
reducción  final  de  la  DQO  observada  en  todas  las
muestras  fue de alrededor del 65%, mientras  que los
valores  del  día  6  de  experimento  fueron  muy
diferentes  en cada caso. En La muestra  y1 un  48,8%
de  disminución  de  la  DQO  tuvo  lugar  en  los
primeros  seis  días  de  incubación  con  el  hongo
consiguiendo  solamente  una  pequeña  reducción
adicional  en  el resto  del tiempo de  incubación (Fig.
15  B).
Figura 15:  Decoloración (A) Disminución de DQO (8)
y  Peso Seco de la fracción precipitada con ácido (C)  La mayor  parte de  la dlsminuclon  de La DQO en
de las muestras de efluente tomadas en los diferentes
días de tratamiento con el hongo coriolopsis galilea,  Y2, se observo  en  la segunda  semana  de la  clnetica
con  el  hongo;  aunque,  en este  caso,  una  importante
reducción  (28,3%)  se  logró,  también,  en  los  primeros  seis  días  de tratamiento.  Se  observó  una
tendencia  similar a los resultados de decoloración  en las muestras  y3, produciéndose los resultados
más  altos de disminución de DQO en los últimos seis días de biotratamiento,  aumentando del 20%
al  65%.
La  disminución del peso seco de la  fracción precipitada  con  ácido  de las  muestras del cultivo
con  ácido,  mostró  una  tendencia  similar  a  las  de  las  unidades  de  color  y  a  los  resultados  de
reducción  de  DQO  (Fig.  1 5  C).  El  ligero incremento  en  los  valores  de  peso  seco  de  la  fracción
precipitada  en  la  primera  semana  del  experimento  en  Y3,  comparado  con  los  vdlores  iniciales
correspondientes  a  esta  muestra,  apoya  la  hipótesis  de  una  posible  polimerización  de  los
compuestos  fenólicos,  que  se  mencionó  con  anterioridad.  Al  igual  que  los  resultados  de
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decoloración y reducción de la DQO, la máxima reducción de peso seco de la fracción precipitada
se observó desde el día 6 al día 12 de tratamiento con el hongo, en la muestra V3.
Teniendo en cuenta, el ya mencionado retraso en el crecimiento del hongo en las muestras y3,
es  posible explicar los resultados de decoloración y  reducción de DQO. La  decoloración y  la
reducción de DQO apenas pudo tener lugar si no existió un crecimiento óptimo del hongo, como es
el  caso de la muestra V3 durante los primeros seis días de incubación. Sin embargo, una vez que el
hongo se adaptó al estrés producido por estas sustancias, comenzó su crecimiento y  los procesos de
decoloración y  de reducción de la  DQO  no  solamente ffieron  posibles, sino que también se
consiguió una alta eficiencia, como indicaron los resultados observados desde el día 6 al día 12 de
tratamiento en la muestra y3 (Fig. ISA y  1 SB).
En  esta cinética se intentó medir tanto actividad lacasa, como lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa sin ningún éxito, debido a la  interferencia producida por el color tan oscuro de las
muestras del cultivo.
3.2.2.3. Optimización de las condiciones  de  decoloración  en  medio  Kirk.
3.2.2.3.1. Decoloración  del  efluente  en  medio  Kirk  con  distintas  concentraciones  de  glucosa.
En  los ensayos cualitativos realizados en placa se vio  como la degradación del efluente por
C. gallica estaba influida por el tipo de fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo, así como
por  la adición del alcohol veratrílico, a altas concentraciones de efluente. Estudios realizados en
nuestro laboratorio, con Coriolopsis  gallica,  han mostrado como el tipo de fluente de carbono y su
concentración, en el  medio de cultivo, son factores que influyen sobre actividad lacasa (Zapico,
1999).
A  partir  de  estos antecedentes e  decidió
probar  otras variaciones en la  concentración de
la  fuente de carbono del medio Kirk con vistas a
optimizar  las  condiciones  para  una  mejor
decoloración del efluente. Para ello se utilizó  el
medio  Kirk  como control  y  medio Kirk  con
concentración de glucosa 5  veces superior a la
habitual  en el  medio Kirk  (5X).  A  su  vez se
empleó medio Kirk  sin fluente de carbono, para
comprobar  si  el  hongo es capaz de utilizar  el
efluente  para  obtener  nutrienes  para  su
crecimiento. En este estudio se utilizó el efluente
a  una concentración del 40%.
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Figura  IB:  Actividad lacasa detectada en los cultivos de
C.  gailica en  medio Kirk. Glucosa 1X: Kirk con glucosa
(lOgfl); Glucosa 5X: Kirk con glucosa (50g/l); SFC: Kirk sin
fuente de carbono.
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0    3    5    7    10  12  14  17
Tiempo  de incubación (dias)
ActMdad Lacasa  —e— % Decoloración
Figura  11: Actividad lacasa y porcentaje de decoloración de
C.  gallica  en medio Kirk con 40% de efluente. Glucosa 1X:
Kirk control con glucosa 10 g/l; Glucosa 5X: Kirk glucosa 50
gil;  SFC: Kirk sin fuente de carbono.
En  cuanto a la actividad lacasa en estos medios pero suplementados con 40% de efluente, el
patrón fue muy diferente con respecto a tos controles sin efluente. La actividad lacasa, en general,
se  vio  enormemente aumentada, con respecto a  los controles (Fig.  16), corroborando el  efecto
inductor que produce el  efluente sobre esta actividad enzimática (Fig. 17). En el caso del medio
En  la  figura  16 se muestran los valores de actividad lacasa detectados en distintos días de
incubación del hongo. Estos niveles de actividad fueron muy distintos en las diferentes variaciones
de  la concentración de la fuente de carbono. Así, en medio Kirk  control, con glucosa 10 Wh el
máximo  de actividad se obtuvo en el  día 7 de crecimiento, siendo además el valor más alto de
actividad detectado.
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En  los otros dos medios, este máximo de
actividad  se  detectó en  los  días 12  para el
medio sin fuente de carbono y 14 para el medio
con  glucosa 5X.  Los valores de actividad (en
medio  Kirk  5X)  fueron aproximadamente 5
veces más bajos que los observados en el medio
Kirk  control. En estos valores hay que tener en
cuenta que el crecimiento del  hongo fue  muy
similar  tanto en medio Kirk  control, como en
medio  Kirk con glucosa 5X, sin embargo en el
medio  sin fuente de carbono la  biomasa del
hongo  fue mucho menor (datos no mostrados),
probablemente debido a la falta de una fuente
de carbono.
Estos  resultados pudieran ser  explicados
por  la  producción de  la  enzima ligninolítica
lacasa  cuando  las  condiciones  son
desfavorables para el  crecimiento del  hongo.
Así  en  el  medio  sin  fuente  de  carbono, la
actividad  lacasa detectada es alta,  debido al
estrés producido por la  falta de carbono en el
medio  de  cultivo.  Sin  embargo, cuando el
hongo  creció con  una  alta  concentración de
glucosa  (SX),  un medio rico,  las actividades
detectadas fueron muy bajas.
E
cc
E
I5
UI
15
u
IV
-J
0
IV
y
ucc
350
300
250
200
150
1 00
SO
o
80
Resultados
Kirk  con glucosa  IX  el aumento de la actividad fue  de aproximadamente 20  veces con respecto al
control  sin efluente y en el medio sin fuente de carbono fue  de aproximadamente  16 veces.
Sin  embargo,  en  el  medio  con  glucosa  SX  los  valores  de  actividad  lacasa  fueron
aproximadamente  100 veces  superiores  que  los  detectados  en  el  control  sin  efluente.  Además  el
máximo  de actividad lacasa en esta condición tuvo  lugar más tarde (día  10 de incubación), mientras
que  en  los  otros  dos  medios,  las  máximas  actividades  se  dieron  en  el  día  7  de  la  cinética.
Posiblemente  estén  afectando  diversos  factores  en  este  incremento  de la  actividad  lacasa,  uno de
ellos  podría  ser el ya mencionado efecto inductor que produce el efluente y otro  la elevada biomasa
desarrollada  en  estas  condiciones  de  altas  concentraciones  de  glucosa.  En  todos  los  casos  se
observó  como  el  tamaño  de  los  agregados  de  micelio  eran  mayores  cuando  los  medios  tenían
efluente,  además  los agregados adoptan formas morfológicas  estrelladas, que no fueron  observadas
en  los medios sin efluente.  Un ejemplo puede verse en la  figura 18.
En  cuanto a  decoloración  se  refiere,  en todos  los  casos  siguió más  o menos  el  mismo patrón,
con  algunos matices. En las tres variaciones del medio Kirk se llegó, en el día  17 de la cinética a un
95%  aproximadamente  de decoloración  del efluente,  si bien esta  fue  un  poco más alta  (96%) y se
produjo  algo  más temprana  en  el  medio que  no contenía  fuente  de carbono.  Así,  en el  día  10 de
biotratamiento  con  el  hongo, en glucosa  IX  se había  producido una  decoloración  del efluente  del
78%,  en medio con  5X de glucosa un 71% y en medio sin fuente de carbono ya se había alcanzado
un  89% de decoloración  (Fig.  19). Esta  decoloración algo  más adelantada,  puede deberse a  que el
hongo  se encuentra  en condiciones  más desfavorables  para el crecimiento  por la  falta de carbono,
por  ello puede que dispare  su sistema ligninolítico  para  intentar degradar  el efluente  y obtener de
ahí  los  nutrientes necesarios  para  su desarrollo.  Además  de que en  los otros  dos medios se  dieron
valores  “negativos” de decoloración  en los primeros  días del tratamiento.
Figura  18:  Diferencias en  el  tamaño  y         Figura 19: Decoloración producida por C. galilca
morfologia de los agregados de micelio de C.  en medio Kirk con 40% de efluente y sin fuente
galilea  crecido en medio Kirk sin fuente de  de carbono. Los números indican los dias de
carbono control y con 40% de efluente.  tratamiento con el hongo.
o   3  5  7  10  12  14  17
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En  los  zimogramas  de  lacasas realizados con alícuotas de 20  pl  de  medio de cultivo  de
muestras procedentes de distintos días de tratamiento con el hongo (Fig. 20) se pudo observar como
en  el  medio  Kirk  sin  efluente  aparece una banda, muy  tenue (en  los días 7 y  10 de cultivo),  que
coincide con los bajos niveles extracelulares de actividad lacasa y que se corresponde a la descrita
_____________________________  por Calvo (1995)y Zapico(l999)  para este hongo y bajo
PM  5  7  10  12  14  17       estas mismas condiciones. Esta banda coincidió con los
máximos  valores  de  actividad  lacasa  detectada
espectrofotométricamente n los cultivos de 7 y  10 días
glucosa  IX  control  de incubación.
PM    5     7     10    12    14    17
Sin  embargo, en los medios con efluente el patrón de
bandas de lacasa fue  muy  diferente. En  primer  lugar,  en
todos  los casos, se observaron dos bandas más intensas
glucosa  IX  Efluente  coincidiendo  con los días de máxima actividad lacasa y
PM  5  7  lO  12  14  17       decoloración, también descritas por Calvo (1995) bajo
condiciones de decoloración de efluentes procedentes de
la  industria papelera. Estas dos bandas tuvieron  pesos
moleculares aparentes ligeramente superior al encontradoglucosa  5X Efluente
PM  5  7  10  12  14  17       en el medio control, probablemente debido a la existencia
de  diferentes estados de glicosilación de la proteína, que
afectan  levemente su  migración  electroforética. Las
lacasas cuentan, en sus secuencias aminoacídicas, con
SFC  Efluente
varios  sitios  potenciales  de  glicosilación,  y  dicha
Figura  20: Zimogramas de actividad lacasa, en  glicosilación  ha  sido  descrita  en las  lacasas secretadas
condiciones no desnaturalizantes, producida por
C.  gallica en los distintos días de la cinética,  por  varios  hongos (Perry  y  col.,  1993;  Giardina  y  col.,
revelados con  2,6.dirnetoxifenol. PM:  peso
molecular, SFC: sin fuente de carbono.         1996; Calvo y  col.,  1998).
Por  otro  lado,  el  patrón  de bandas de lacasas también  fue  distinto  en los  diferentes  días de
incubación. Además de estas dos bandas intensas, en los medios de glucosa IX  y SX, se observaron
otra  serie de bandas más tenues que fueron desapareciendo hacia los últimos días de tratamiento.
En  estos mismos medios se observó en los primeros días de incubación (día 5 y 7 para glucosa IX
y  día 7 para glucosa SX)  otra banda por debajo de las más intensas que no se detectaron en otros
días de la cinética. Esto coincide con el hecho de que en estos medios se produjo, en los primeros
días  de  biotratamiento del  efluente, un  aumento del  color  del  mismo,  probablemente por
polimerización.  Puede que en estos días se produzcan isoenzimas diferentes a las producidas en
estados de decoloración, que sean las responsables de esta polimerización.
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3.2.2.3.2. Decoloración en medio Kirk con sorbosa como fuente de carbono.
En  los  estudios  cualitativos  de  la  degradación  del  efluente  por Coriolopsis  gallica  en medios
sólidos  y  en  este  último  ensayo  de  decoloración  en  medios  líquidos,  se  observó  que  este  proceso
alcanza  valores más elevados cuando el  hongo se  desarrolla en  condiciones desfavorables o
estresantes para su crecimiento, caso del medio Kirk frente a medio 7, medio Kirk con sorbosa
frente a otras fuentes de carbono fácilmente metabolizables o este último caso de medio Kirk sin
fuente  de carbono. En  el  último ensayo, cuando el  medio no contenía fuente de carbono, la
decoloración  fue  algo  mayor comparándola con  los  otros medios, sin  embargo hubo  poco
crecimiento  del  hongo.  Por  ello  se  decidió  realizar  un  estudio  de  decoloración  y actividad  lacasa en
medio  Kirk  pero  utilizando  sorbosa  como  fuente  de  carbono,  ya  que  si  bien  la  sorbosa  es  poco
metabolizable  por  el hongo,  le  permite  desarrollarse  mejor  que  sin  fuente  de  carbono.  El  medio  se
suplementó con 40%  de efluente.
En  la  figura  21(A)  pueden  observarse  los datos  de  actividad  lacasa  detectados  en  las  diferentes
muestras  tomadas  en  distintos  días  de  biotratamiento  con  el  hongo.  Esta  actividad  lacasa  fue
medida con el sustrato 2,6-dimetoxifenol. La modificación en el susfrato  utilizado  para  la medición
de  la  actividad lacasa fue  debida a  que  estudios  realizados  en  nuestro  laboratorio  por  Carbajo
(2001) y Terrón y colaboradores (2004) revelaron el efecto de la interferencia de compuestos como
el  ácido tánico en la cuantificación espectrofotométrica de la actividad lacasa cuando se usa ABTS
como sustrato. Estos compuestos son capaces de reducir químicamente el ABTS, en ausencia de la
enzima, lo que  interfiere  en  el  ensayo  de  cuantificación  de  la actividad  lacasa,  obteniéndose  valores
inferiores a  los reales. Otros autores, también han mostrado resultados similares con sustancias
como  el ácido tioglicólico y  el ditiotreitol, que han sido descritas inicialmente como sustancias
inhibidoras de lacasas, sin embargo no son en realidad tales inhibidores sino que afectan al método
de  medición empleado reduciendo químicamente el ABTS y subestimando por tanto los valores de
actividad lacasa (Johannes y Majchercyk, 2000b).
Como puede observarse en la figura 21 (A), los valores de actividad lacasa fueron superiores a
los detectados en otras condiciones de decoloración. Esto quizás se deba al método de medición de
la  actividad lacasa  con  ABTS  en  otros ensayos, que  han  proporcionado datos  erróneos
cuantitativamente, subestimando los resultados. En el medio Kirk con sorbosa control, sin efluente
(Fig. 21 A), aparecieron valores de actividad lacasa superiores a los encontrados en medio Kirk con
glucosa.  Su  máximo  de  actividad  se  alcanzó  en  el  día  11  de incubación con el hongo y fue de,
aproximadamente,  3  veces  superior  a  los  valores  encontrados  tanto  en  medio  Kirk  con  glucosa
como  en medio  Kirk  sin fuente  de  carbono,  en  el día  de  máxima  actividad  (Fig.  16).
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Cuando los cultivos se realizaron con 40% de efluente, el máximo de actividad se observó en el
día  5 de tratamiento con C. gallica.  Se detectó un incremento, bastante importante, de la actividad
lacasa  del  día  3  al  día  5  de  la  cinética, para posteriormente ir  reduciendo esta actividad
progresivamente hasta el último día del ensayo (Fig. 2 lA).  Este máximo de actividad lacasa supuso
un  incremento de unas 50 veces de los valores detectados en los medios controles, sin efluente.
La  decoloración del  efluente  alcanzó valores próximos  al  98%  en  el  último  día  de
biotratamiento con el  hongo. El  color del  efluente cambió del  color marrón oscuro a un tono
amarillento en el último día de tratamiento (Fig. 22). En los primeros días hubo un oscurecimiento
del  medio de cultivo, dándose valores “negativos” de decoloración. A partir del día 3 de incubación
ésta se disparó alcanzando en el día 7 algo más de 60% de decoloración. Esto coincidió con los días
de  máxima actividad lacasa detectada en los medios de cultivo (Fig. 21 A).
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Figura  21: Actividad lacasa medida con 2,6-dimetoxifenol
y porcentaje de decoloración del efluente en los cultivos de
C.  galllca en medio Kirk con sorbosa control y  en medio
Kirk  con sorbosa y  40%  de  efluente (A).  Niveles de
actividad lacasa detectados en diferentes días de cultivo
en  medio Kirk con sorbosa suplementado con efluente y
variación de la decoloración del efluente en esos mismos
días (B). Análisis de regresión de los valores de actividad
lacasa y la variación de la decoloración del etluente (C).
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En  los últimos  días de la cinética la disminución
del  color ffie más lenta,  coincidiendo también con la
disminución  de la actividad enzimática.
Se  realizó  además  la  comparación  entre  los
niveles  de  actividad  lacasa  detectados  en  los
Figura 22: Decoloración del efluente producida por c.   diferentes días de cultivo en medio Kirk con sorbosa
gaélica en medio Kirk con sorbosa y 40% de efluente.
Los números indican los días de tratamiento con el   suplementado  con  efluente  y  la  variacion  de  la
hongo.                               decoloraciónen  esos  mismos  días.  Esta  última
variable  se  calculó  como  la  diferencia  entre  la
decoloración  en el  día analizado respecto  a  la del día  anterior muestreado. Al  comparar  las curvas
que  representan  el  comportamiento  de  estas  variables  se  puede  apreciar  que  ambas  tienen  gran
similitud  en  su  forma  (Fig.  21 B),  lo que  sugirió  que  podían  estar  estadísticamente  relacionadas.
Para  confirmar esta  hipótesis se realizó el análisis  de regresión cuya recta se representa en la figura
21  (C,) y  se calculó  el coeficiente de correlación,  que fue  del 90,5 %.  De esta  manera se confirmó
que  en  las condiciones de máxima decoloración del  efluente por C.  gallica,  la misma está  asociada
con  los niveles de actividad lacasa producida por el hongo.
Los  zimogramas  realizados  en  las muestras  de  diferentes  días  de  tratamiento,  mostraron  un
patrón  de  bandas  idéntico  al  encontrado  en  los  anteriores  ensayos  de  decoloración  en  medios
líquidos  (Fig.  23  A).  En  los  días  de  máxima  actividad  lacasa  y  decoloración  (días  5  y  7  de
tratamiento)  aparecieron  claramente  diferenciadas  dos  bandas  de  más  intensidad  que  también
pudieron  apreciarse  más  tenues  en  los  días  sucesivos  de  la  cinética.  En el  día  3  de  incubación
apareció  una  banda  muy  tenue  con  un  peso  molecular  aparente  más  bajo,  que  coincidió  en  el
tiempo  con  la coloración del medio al igual que ocurrió en los anteriores ensayos en medio líquido.
A  su vez,  de los zimogramas  puede deducirse  que si bien en este  ensayo se detectaron niveles
de  actividad  lacasa  bastante  más  altos  que  en  las  anteriores  cinéticas,  el  patrón  de  bandas  del
zimograma  no  fue  mucho  más  intenso  que  en  los  anteriores,  por  lo  podría  deducirse  que
probablemente  los valores  más bajos de actividad enzimática,  de los  anteriores estudios,  pudieron
ser  debidos a  la interferencia causada por  los compuestos tánicos,  al  usar ÁBTS como sustrato,  en
la  cuantificación de la actividad.
Con  el  objetivo de ver  si estas dos bandas intensas,  detectadas  en el zimograma  los días  5 y 7
de  tratamiento,  eran proteínas distintas o la misma se realizó un isoelectroenfoque con estas bandas.
En  la figura 23  B pueden verse los resultados de este isoelectroenfoque en el que se  muestra como
las  cuatro  bandas poseen  el mismo punto  isoeléctrico por lo que probablemente  sean  isoformas de
la  misma proteína y no proteínas distintas.
°   tLjjj Iii  1 16  17
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Figura  23: Zimograma de actividad lacasa, en condiciones no desnaturalizantes y  revelados con 2,6-
dimetoxifenol, producida por C. gaiica en medio Kirk con sorbosa y 40% de efluente. PM: marcador de
peso  molecular (A).  Isoelectroenfoque de las bandas más intensas detectadas en los días 5 y  7 del
zimograma. a: bandas de mayor peso molecular. b: bandas de menor peso molecular (B).
En  cuanto  al  crecimiento  de  Coriolopsis  gallica  en  este  medio  Kirk con  sorbosa,  se  observó
como  seguía  un  comportamiento  igual  al  de anteriores  ensayos.  En estas  condiciones,  el  hongo
creció  mejor en el medio que tenía 40% de efluente  que en el medio control  sin efluente (Fig. 24).
Sin  embargo, en este caso el  micelio no desarrolla tantas protuberancias  o agregados  de micelio en
forma  de  estrella,  como  se  había  visto  en  los  cultivos  del  hongo  en  medio  Kirk  sin  fuente  de
carbono  y en presencia del efluente.
Figura  24: Diferencias en el tamaño y la morfología de
los  agregados de micelio de Coriolopsis ge/fice crecido
en medio Kirk sorbosa control y con efluente.
Hay  que hacer constar  que en todos  estos  ensayos realizados  en medios  líquidos,  además de la
actividad  lacasa  fueron  medidas  espectrofotométricamente  las  actividades  de  las  enzimas
ligninolíticas,  lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa  en las muestras  de los medios de cultivo.
En  ninguno de los cultivos  realizados se detectó actividad de ninguna de estas enzimas, aunque por
ello,  no puede descartarse el papel de estas en la decoloración del efluente, pues debe de tenerse en
cuenta  que  para  realizar  las  mediciones  de  su  actividad  en  presencia  del  mismo,  fue  necesario
realizar  diluciones del medio de cultivo, debido a la fuerte interferencia del color en las mediciones
espectrofotométricas.
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3.3.  Expresión  del  gen  cglccl  de  Coriolopsis  gal/ka  en  condiciones  de  decoloración  del
efluente.
A  partir de los estudios bioquímicos realizados hasta el  momento se evidencia que existen
numerosos  factores que inciden sobre los niveles  de la actividad lacasa  producida por Coriolopsis
gallica,  en diferentes condiciones de cultivo. En los medios de cultivo suplementados con efluente
se  detectaron los valores más altos de esta actividad enzimática, y se demostró que estaba asociada
con  la decoloración. Por este motivo se  consideró de interés estudiar  el posible  efecto inductor  del
efluente  sobre  la  lacasa,  a  nivel  génico,  mediante  el  análisis  de  la  expresión  del  gen  cglccl  en
condiciones  de  alta  decoloración.  Se  aplicó  la  técnica  de  transcripción  reversa  acoplada  a  la
reacción  en cadena de la polimerasa (RT-PCR) por  sus ventajas respecto al  método tradicional  de
Northern  BIot,  al  permitir  el  análisis  simultáneo  de  gran  cantidad  de  muestras  con  elevada
especificidad,  rapidez y sensibilidad.
Se  utilizaron los ARN extraídos de cuatro días diferentes, a partir de la detección de la máxima
actividad lacasa, en la cinética realizada en medio Kirk con sorbosa, como fuente de carbono y con
40%  de efluente. Se escogió este experimento por ser aquel en el que se habían obtenido los más
altos  niveles  de  actividad  lacasa  y  buenos porcentajes de  decoloración del  efluente (apartado
3.2.2.3.2.  de resultados).  De los  AIRN totales extraídos se  purificaron los ARN  mensajeros con el
fin  de eliminar, de las muestras, los polifenoles del efluente que pueden causar  interferencias en la
reacción  de RT-PCR. Se realizó además
ATG       Rcci5                   TGA1                               ARN m  1550  pb    el mismo  análisis  con  las  muestras
 Rcci3                     control preparadas a  partir del micelio
626pb                  .
crecido  en medio Kirk con sorbosa y sin
Cebador corriente arriba Rcci  5: GATGTTGACGACGATAGCAC     efluente, sólo  que  en  este  caso  se
Cebador corriente abajo Rcci 3: AMGGAGAGCCGTTGACCAA
trabajó  con ARN  total.
Figura  25: Cebadores utilizados en los estudios de expresión del     A partir  de las  secuencias  del  ADNc
gen  cglccl de  C.  gallica. El diseño se  reahzó a  partir de  la
secuencia del ADNc de este gen.                    delgen  cglccl  de  C.  gallica,  se
diseñaron  los  cebadores  (Rcci  5  y
Rcci  3), para la amplificación de un fragmento de aproximadamente 626 pares de bases de la región
interna  de este gen (Fig. 25).
Para  realizar la  comparación de  los niveles de  expresión del gen  cglccl,  en  las  distintas
reacciones,  se  hicieron las correcciones correspondientes a cada muestra mediante la amplificación
de  una  banda  de  aproximadamente  500 pares de  bases del  gen  que codifica para  la  enzima
gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa  de  Coriolopsis gallica (gpdl)  (número de  acceso del
GenBank: AF297874) que se utilizó como control interno. Para amplificar el fragmento de este gen
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constitutivo  se utilizaron cebadores específicos, diseñados en nuestro laboratorio (gentileza de
Howard Junca).
El  análisis cuantitativo de  los  niveles de  transcritos se realizó por  densitometría de  los
productos de PCR detectados en los geles de agarosa después de la tinción con bromuro de etidio.
Las  cantidades de los transcritos se expresaron en unidades arbitrarias.
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Figura  26:  Efecto de la adición de efluente de la industria cervecera sobre la actividad lacasa (A) y  los niveles de
transcritos del gen cglccl de Corio)opsís gallica (B) en cultivos del hongo en medio Kirk con sorbosa (control) y medio
Kirlç con sorbosa y 40% de efluente. Se tomaron muestras de medio de cultivo y micelio en diferentes días de la cinética.
¡cc: Amplificación con cebadores internos especificos para gen de lacasa cgiccl; gpdl:  Amplificación con los cebadores
especlficos para un fragmento del gen que codifica para la enzima gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (gpdl). MX:
Marcador de peso molecular.
Al  observar las curvas que representan los valores de actividad lacasa en el medio extracelular,
en  diferentes días del cultivo de C. gallica  (Fig. 26A), puede apreciarse el gran aumento de esta
actividad en el medio Kirk con 40% de efluente por lo que la inducción asociada al efluente resulta
obvia.  La  máxima actividad lacasa en este medio fue alcanzada el  quinto día de  incubación
mientras que en el medio control se obtuvo en el día II  y fue doce veces menor.
La  inducción causada por el efluente se manifestó también de manera notable a nivel de la
transcripción del gen cglcc] de C. gallica, como puede observarse en la figura 26 (B), en el día 5
del  tratamiento. La actividad lacasa, detectada en el medio extracelular, fue disminuyendo desde el
día  5 hasta el último día de incubación, al igual que el nivel de transcritos (Fig. 27). Sin embargo,
en  el día 9 de incubación, sigue existiendo una alta actividad lacasa en el medio de cultivo y no se
produjo transcripción de este gen, lo que sugiere que esta actividad lacasa se mantuvo en el medio.;1]
-—------     ¿-a  -;0]
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En  la curva que representa el nivel de los
transcritos de este gen (Fig. 27) se observa una
gran  diferencia en el nivel de estos transcritos
en  el  día  5  de  incubación,  siendo  muy
superiores en el  medio que contenía efluente
10
con respecto al control. Tanto en presencia del
5       efluente, como  en  el  medio  control,  la
actividad  lacasa  extracelular  estuvo
o       significativamente asociada con los niveles de
transcritos  del  gen  de  lacasa cg/cc].  El
coeficiente  de  correlación  entre  las  dos
variables fue 87,8%, en presencia de efluente
y  99,1% en el control.
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Figura  27: Cantidades relativas de transcritos del gen cg/col
y  porcentaje de decoloración en diferentes días dei cultivo de
C.  go//loa en medio Kirk con sorbosa y 40% de efluente. Los
cálculos se realizaron mediante cuantificación densitométrica
de  los correspondientes produclos de  PCR. Las unidades  Además, puede observarse como este alto
arbitrarias expresan la  proporción entre las cantidades de
transcritos del gen cg/col y las del gen que codifican para la  nivel de transcritos, en el medio con efluente,
enzima  gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (gpdl),  es
decir: lacasaI(GPDLnJGPDt,.a).                 coincide co  la maxima decoloracion y que la
disminución  en la  velocidad de decoloración
coincidió  con La pérdida de actividad lacasa. Esta asociación se confirmó mediante el análisis de la
correlación entre los  niveles de transcritos y  la  velocidad de decoloración. El  coeficiente de
correlación fue  del 87,4%, lo  que significa que en esa medida la variación de la  decoloración
dependió de la actividad lacasa.
3.4.   Análisis  de  la  degradación  del  efluente  por  pirólisis/cromatogralia  de
gases/espectrometría  de  masas (Pi-CG-EM).
De  los ensayos realizados con Coriolopsis  gallica  para comprobar su capacidad de crecimiento
y  decoloración en medio 7 líquido, se tomaron muestras del cultivo con el fin de analizar mediante
la  técnica de Pi-CG-EM, los cambios asociados a esta degradación. Se compararon las muestras
tomadas en el día cero de incubación (medio inoculado con el hongo, que se utilizó como control)
con  las recogidas en el  último día de tratamiento con el hongo (día U).  La preparación de las
muestras para pirólisis fue realizada tal  y como se describe en el apartado 2.1 .3. de Materiales y
Métodos.
Los pirogramas representativos de las muestras de efluente control y biotratadas se muestran en
la  figura 28. Los números de los picos correspondientes a los compuestos y  sus reas  relativas
pueden verse en la Tabla 7. Los productos más volátiles, que eluyen por debajo del scan 200, no
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fueron  considerados en  este análisis ya  que principalmente representan compuestos de bajo peso
molecular  producidos por  la  pirólisis,  no  siendo marcadores  específicos de  ningún precursor en
particular.
Tabla  7: Productos de pirólisis del tratamiento con Coriolopsis gallica de cultivos con distintas
concenltaciones  de efluente.
Área Relativa **
Y1 (20% Efinente)    Y2 (40% Efluente)     Y3 (60% Efluente)
*  Nombre              Scan     I’M       Do      D1,         D0       D,,         D0
1   Metilpirrol           213      81       8,28     8,33       3,19      2,2       0,58     1,14
2   Estireno             292   104       4,25     7,28      1,69     3,07       2,23     2,05
3   Fenol              612      94      34,03    26,4      36,27    29,23      27,5     19,63
4   3-Metilfeno!        866     108      3,56    4,84       2,94     3,37       1,39      3
5   4-Metilfenol           929     108     27,55    26,96     23,49    23,13     20,31   21,21
6   Guaiacol           935     124      4,16     1,63      5,94     6,42     5,21    4,78
7   4-Etilfenol          1154    122      2,73    4,38      4,08     4,21       3,25     4,29
8   4-Metilgualacol       1188     138      1,25    0,53       2,53     2,31       3,84     6,06
9   4-Vinilfenol4-Catecol    1278     230      7,74    9,59      13,66     16,06      24,91    23,83
10  4-Etilgua laco!        1361     152      1,44    0,69      1,65     1,42       3     2,99
11   indo!              1391    117      2,69     7,86     1,64    5,48      1,46     3,51
12   4-Vinilguaiacol        1426     150      2,21     1,51       2,56     2,73      5,53     6,81
13   2,6-Dimeloxlfenol      1496     154      0,1      0       0,34     0,36      0,780,68
*  En  todos  los  análisis  realizados  por  Pi-CG-EM,  cada  compuesto  se  designó  siempre  con  un  mismo  número,  pasa mantener  la
homogeneidad en cuanto a la numeración.
**  Área relativa. Las diferencias respecto al 100%  se deben a la presencia de compuestos desconocidos o minoritarios.
Los  productos  mayoritarios  de  pirólisis  identificados  en  las  muestras  fueron  fenol  (3)  y
4-metilfenol  (5) y otros picos  principales fueron  guaiacol (6) y  el producido por la coelución  de
4-vinilfenol  y  catecol  (9),  esto  se  corresponde  con  los  compuestos  mayoritarios  de  pirólisis
detectados  en la caracterización del efluente.
El  área  relativa,  de  los  13  compuestos  detectados,  fue diferente según  la  concentración del
efluente.  Así, en concentraciones de 20 y 40%, la mayoría de los productos de pirólisis tuvieron un
comportamiento  similar en cuanto al  aumento  o disminución de su área relativa  en el tiempo  de
biotratamiento  con el hongo. Sin embargo, en las muestras V3 con 60% de efluente, la variación de
estas cantidades relativas fue diferente. En esta concentración de efluente se habían mostrado,
tambi&, diferencias en cuanto a decoloración y disminución de la DQO, además que un posible
efecto inhibitorio del crecimiento del hongo.
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Entre  los  productos de  pirólisis que
disminuyeron con el tiempo de tratamiento
con  Coriolopsis gallica se encuentra el fenol
a      (3), que redujo,  su  área  relativa,  en las tres
concentraciones  del  efluente  ensayadas
(Tabla  7,  Fig.  28).  Los  valores  de  la
reducción  del  fenol fueron de 22,4,  19,4 y
28,6%  en día  12 de biotratamiento, en  las
muestras Y1, Y2 y Y3 respectivamente. El
producto  de  pirólisis  4-etilguaiacol  (10)
también  disminuyó en las  tres variaciones de
b       efluente siendo  sus  valores  de  50%  (Y1),
14%  (Y2) y 0,3% (y3).  Además, se observó
una  reducción  de  los  valores  del  área
___________________________________-   relativa para el guaiacol (6) en día 12 de la
incubación, en las muestras Y1 (60,8%) y V3
(8,2%), para el 4-metilguaiacol (8) en Y1 y
V2  en  valores  de  57,6%  y  8,7%,
respectivamente  y  para  el  4-vinilguaiacol
(12)  que  disminuyó  (31,6%)  en  día  12  de
biotratamiento  con  el  hongo  en  la  muestra
Todos  estos compuestos  han sido descritos como productos típicos de pirólisis de taninos, en
diferentes  orígenes, como muestras de vino (Galletti y col,  1995), y de semillas de sorgo o cebada
(Galletti  y Reeves,  1992). A su vez, también han sido detectados en la pirólisis de lignina, paja y
madera (Martín y col., 1979; Ralph y Hatfield, 1991; Terrón y col., 1996). Esto es  un  resultado
esperado porque la lignina y  los taninos comparten una serie de características estructurales
comunes de polifenoles (William y col., 1986).
Es  importante resaltar que no se observó ninguna adhesión de color oscuro en  el micelio del
hongo.  Por esta razón, la reducción de estos productos de pirólisis puede ser debida a  la capacidad
de  Coriolopsis gallica  de degradarlos.  Las  variaciones en  las áreas relativas de los productos de
pirólisis,  en las diferentes muestras y  días de tratamiento,  no  mostraron una tendencia  uniforme;
por  lo tanto,  estas son, de algún modo, indicativas de que  ocurren modificaciónes en la estructura
de  los  taninos  precipitados, probablemente debido  a  la  degradación enzimática producida por  el
hongo.
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Figura  28: Pirogramas de las muestras y1, conteniendo 20% de
efluente, antes (a) y después de 12 dÍas de tratamiento con
Coriolopsis  gallica  (b). La designación de los picos se muestra
en la Tabla 7.
vi.
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Los productos de pirólisis que aumentaron su área relativa con el tiempo de biotratamiento
fueron, en su mayoría, productos derivados de aminoácidos. Entre estos productos e detectaron los
siguientes: metilpirrol (1), estireno (2), indol (11) y el compuesto 3-metilfenol (4) que puede ser
atribuido  tanto  a  fenoles como a  proteínas.  El  metilfenol (4) ha  sido  descrito como producto  de
pirólisis  del  aminoácido tirosina,  el  indol  (11) del triptófano,  y  el  estireno  (2)  de  fenilalanina
(Chiavari  y  Galletti,  1992;  Stankiewicz y  col.,  1997).  De  entre  ellos,  el  indol fue  en  el  que  se
observó  un mayor aumento de área relativa siendo sus valores de 66% en V,  70% en V2 y 58% en
Y3. Las enzimas extracelulares producidas por C. gallica durante la  cinética de biotratamiento del
efluente, pudieron coprecipitar con los taninos, a este pH ácido utilizado para  la preparación de las
muestras  de la pirólisis, y puede explicar el incremento de estos productos de pirólisis derivados de
aminoácidos.
Resulta interesante resaltar el aumento que se produjo en el producto de pirólisis 4-etilfenol (7)
que se observó en todas las muestras analizadas, en el último día de tratamiento con el hongo y que
fue  de 37% en Y1, 3% en Y2 y 25% en Y3. Este compuesto ha sido descrito como un producto de
pirólisis de los taninos presentes en muestras de vinos, como resultado de la fisión del anillo
heterocíclico  de estos (Galletti y col.,  1995),  por  lo que el aumento en su área relativa sugiere una
modificación,  por acción del hongo, de los taninos presentes en la muestra. En las  muestras  V3, con
60%  de efluente, se produjo un incremento del área relativa de productos como 4-metilfenol (4,5%)
y  4-metilguaiacol  (36,6%),  que  también  han  sido  descritos  en  la  pirólisis de  muestras  de vino,
procedentes  de la ruptura de los anillos heterocíclicos de los taninos presentes en las mismas.
El  catecol y 4-vinilfenol (9), son productos de pirólisis que eluyen conjuntamente y la suma de
sus  áreas relativas tiende a aumentar con el tratamiento  con el hongo, en las muestras y1 y V.  El
catecol  ha sido descrito como un producto típico  de la pirólisis de taninos en vinos (Galletti y col.,
1995)  y como un  compuesto diagnóstico de la  pirólisis de taninos condensados de origen natural
(Galletti  y Reeves, 1992).
En  general,  se  observaron  cambios  en  las  muestras  tratadas  con  Coriolopsis  gallica  con
respecto  a  las controles.  Entre  estos  cambios  se  encontraron, por  un  lado  la  disminución de  las
áreas relativas de algunos productos de pirólisis que puede estar asociada a una degradación de los
compuestos  polifenólicos  del efluente,  por  acción  del  hongo,  y  por  otro  lado,  se  observó  el
incremento  en  las cantidades relativas de otros compuestos, asociado al  aumento de proteínas en
los  medios de cultivo y a las modificaciones en la estructura de los taninos presentes en el efluente.
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3.5.  Decoloración del efluente con caldos enzimáticos de Coriolopsis  gallica.
Después de estudiar los aspectos fisiológicos y moleculares de la decoloración enzimática del
efluente,  procedente  de  la  industria  cervecera,  con Coriolopsis gallica,  no quedan  dudas  de  la
importancia  de la enzima  lacasa de este basidiómiceto en  el proceso.  Sin embargo, nos falta por
analizar  un  último  aspecto,  de  gran  interés  desde  el  punto  de  vista  de  una  posible  aplicación
práctica  de esta enzima, y es el estudio de la decoloración del efluente con caldos enzimáticos ricos
en actividad lacasa.
Para  la  obtención de  un  caldo  de  cultivo  con  una  alta  actividad  lacasa,  necesario para  su
posterior  aplicación en la  decoloración  del  efluente,  se  siguió  el  procedimiento desarrollado por
Carbajo  (2001).  Se  inocularon  matraces  con  medio  Kirk con  el  hongo  y  los  cultivos se  dejaron
crecer durante 5 días, transcurridos los cuales, se añadió al medio de cultivo una solución de ácido
tánico (100 j.LM) como inductor de la actividad lacasa. A los dos días de incubación, después de
añadir  el ácido tánico, se alcanzó un alto nivel de actividad lacasa. Entonces se separó el caldo del
micelio  mediante  filtración y  se  procedió  como se  describe  en el apartado 2.9. de Materiales y
Métodos.
Los estudios de decoloración del efluente se realizaron con mezclas de 10 ml de volumen final,
con la cantidad necesaria para tener 1 unidad de actividad lacasa y el efluente a una concentración
del  20%.  El efluente fue tratado previamente con HCI concentrado para bajar su pH a 6,00, y a
continuación  fue  esterilizado.  Se ajustó a 4,00 el  pH de las mezclas, en condiciones estériles y se
incubaron  a  37 oc en agitación (200 r.p.m.). Estas  mezclas fueron  preparadas por duplicado y se
muestran los resultados de la muestra A y la muestra  B  (Fig. 29). Además se prepararon controles,
con  la misma composición que las mezclas en estudio, que se hirvieron durante  10 minutos para
inactivar las enzimas y se incubaron en las mismas condiciones, de esta manera se podía valorar si
el  cambio de color estaba asociado exclusivamente a una acción enzimática, o intervenían además
factores  físico-químicos.  Se  midió  el  pH de  las mezclas durante todo el  tratamiento y  éste se
mantuvo  en  4,00  en  todos  los  casos.  Se  analizó,  además,  el  cambio  de  color asociado a  la
degradación  enzimática del efluente, a través de medición  de las unidades de color, tal y como se
describe  en el apartado 2.1.1.3.  de Materiales y Métodos. También se midieron los cambios en el
espectro de absorción de las muestras  en el rango de longitudes de onda• entre 280 y  800 nm. Es
importante aclarar, que en e! caldo se analizaron las actividades  lignina peroxidasa y  manganeso
peroxidasa no detectándose ninguna de estas enzimas.
En  la figura  29 se aprecia que en el control no se produjo ningún  cambio de color durante todo
el  tiempo  del experimento.  En  cambio,  en  el  efluente tratado  con  el  caldo  enzimático el  color
disminuyó hasta un 11%, aproximadamente, en la muestra A y un 8% en  la  muestra  B,  en el
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En  resumen, podemos decir,  que
existe  una  aparente relación  entre la
actividad  lacasa y  la  decoloración del
efluente, ya  que  la  mayor pérdida de
color  ocurrió durante las primeras horas
de  tratamiento cuando  la  actividad
lacasa  fue  mayor,  y  además,  al
disminuir  rápidamente esta actividad, la
decoloración  dejó  de  producirse. Por
otra  parte, es evidente que la  actividad
de  la  enzima durante el  tiempo  de
incubación a 37 oc, y  en presencia de
efluente  no  permaneció muy  estable,
disminuyendo  aproximadamente  un
80%  respecto al valor inicial, en ambos
casos, en el día 3 de incubación.
primer  día  de  tratamiento  y  esta
decoloración coincidió con la disminución
uc
de  la  absorción de  las  mezclas en  el
espectro visible, como se muestra en  la
figura  30. La decoloración fue rápida en
estas primeras 24 horas de tratamiento, sin
embargo,  a  partir  de  aquí  el  color
disminuyó muy lentamente, no mostrando
apenas variación en los últimos  días de
incubación.  La  decoloración al  final  del
tratamiento fue de 13,7% para la muestra
A  y de 12,2% para la muestra II.
Debe notarse que la disminución en la
velocidad  de  decoloración  coincidió
claramente con  la  pérdida de  actividad
disminuyó  bruscamente en el primer día de
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Figura  29:   Decoloración  del  efluente  con  caldo
enzimático  de  Coriolopsis galilea obtenido  a  partir  de
cultivos  con  alta  actividad  lacasa.  Se  comparan  las
unidades  de color (UC) en la mezcla con enzima de dos
muestras (Ay  8) y en el control. Se muestra además el
cambio  en los valores de actividad lacasa en las mezclas
con  enzima (Ay  B) durante el tiempo de incubación.
lacasa en las mezclas tratadas. La actividad lacasa
tratamiento  (Fig.  29), siendo su reducción de 70% para la muestra A  y 61% para la muestra B. A
partir  de ese momento, la  actividad detectada presentó valores muy bajos, llegando incluso a
desaparecer en el día cinco de incubación, en ambas muestras.
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Figura  30: Cambios en el espectro visible de absorción, en el
primer día del experimento, debidos al tratamiento del efluente
con  caldo enzimático de Coriolopsis gailica bbtenidos a  partir
de cultivos con alta actividad lacasa.
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3.6.  Expresión  heteróloga  de  un  gen  de  lacasa  de  Coriolopsis  goilica  en  Saccharomyces
cerevisiae.
En  los estudios realizados hasta ahora se ha visto como Coriolopsis gallica muestra una buena
capacidad  de  decolorar  el efluente  en estudio  y  se  ha  observado una  relación entre  la  actividad
lacasa  con la degradación de este efluente.
Con  objeto de poder realizar un estudio de esta relación y de poder  obtener niveles rentables de
esta  enzima, con fines a  su posible aplicación biotecnológica, se  decidió poner a punto un sistema
de  expresión  heteróloga  de  este  gen  de  lacasa  en  la  levadura  Saccharomyces cerevisiae. Esta
levadura  fue  escogida  como hospedador  para  la  expresión  del  gen,  principalmente,  por  ser  la
levadura  utilizada en el proceso de fabricación de la cerveza, de donde procede el efluente, con lo
cual  facilitaría el desarrollo de futuras aplicaciones. Además, esta  levadura es de fácil manejo con
métodos  microbiológicos,  está  muy  estudiada  a  nivel  genético  y  molecular,  y  con  ella  se  han
alcanzado  grandes éxitos  en  la  expresión  de  proteínas,  incluyendo  la  expresión  de  lacasas  de
hongos  basidiomicetos.
3.6.1.  Síntesis, do naje  y  secuenciación  del  ADNc  del  gen  cglccl  de  Coriolopsis gaiica.
Para  la síntesis del ADNc del gen cglccl de Coriolopsis gallica, se cultivó el  hongo en medio
Kirk  con alcohol veratrulico, a  28°C, en agitación y  durante  7  días.  Se extrajo  el ARN total  del
hongo  recogiendo  el  micelio  por  filtración, seguido  de una  congelación inmediata en nitrógeno
líquido  y su posterior  liofilización. La extracción de ARN a partir  del polvo del micelio liofilizado,
se  realizó como se describe en el apartado 2.10.1.2.1. de Materiales y Métodos.
Para  la  realización de  los  estudios  de  expresión  del gen  cglccl,  en  medios  que  contenían
efluente,  fue necesario hacer la purificación del ARNm, segón se describe en el apartado 2.10.3 de
Materiales  y Métodos. Esto fue  debido  a que al aislar ARN total a  partir de cultivos con  efluente,
éste  presenta  polifenoles  que  pueden  inactivar  las  enzimas  utilizadas  en  las  reacciones  de
transcripción  reversa y PCR.
Mediante  la  reacción  de  la  transcripción  reversa  se  sintetizó  la  ptimera  cadena  de  ADN
complementario  (ADNc),  utilizando  como molde  ARN total  o,  en  el  caso  de  las  muestras  con
efluente,  el ARNm purificado.
En  la reacción de PCR, para  sintetizar la  segunda cadena y amplificar  los ADNc  sintetizados
mediante  la  reacción  de  la  transcriptasa  reversa,  se  utilizaron  cebadores  específicos  para  los
extremos  5’  y 3’  del gen que codifica para  el gen de lacasa (cg/cc])  de Coriolopsis galilea. Estos
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cebadores  fueron  diseñados  tomando  como  referencia  la  secuencia  del  ADN  genómico  del gen
cglccl,  publicada en el  Gen Bank  con  el número de acceso AYO 17340. A  estos cebadores se  les
unió  una secuencia de reconocimiento para  la endonucleasa de restricción Bgl II, de manera que  el
fragmento de ÁDN amplificado pudiera  ser donado  en el vector de expresión pYES 2.
La  secuencia de estos cebadores fue la siguiente:
Cebador corriente arriba: lcc5  5’-GAAGATCTFCATGCTGCACACTCGCACTCG-3’
Cebador corriente abajo: lcc3  5’-GAAGATCTFCGOGTTCTCCGCGTAGTAGGTCGG-3’
En  negrilla  aparecen  marcadas  las  secuencias  de  reconocimiento  para  la  endonucleasa  de
restricción Bl  II.  La  temperatura  de  anillamiento utilizada en la  reacción de PCR  con  estos
cebadores fue de 60 oc.
Figura  31:  Amplificación  por
POR del ADNc del gen ogicci de
Coriolopsis ga/lica. MX: Marcador
de  peso molecular. A  y  B:
Resultado  de  las reacciones de
amplificación a  partir de dos
muestras diferentes.
Como  resultado de  esta PCR  se obtuvo una sola  banda  de
tamaño  aproximado de  1550 pares de bases, que coincidió con
el  esperado, según la secuencia del ADNc, estimada a partir del
ADN genómico donado por Calvo (1995) (Fig. 31).
El  producto  de PCR, correspondiente a la banda de ADNc,
se  purificó a partir  de un  gel preparativo de agarosa al  1% y se
clonó  en el vector de expresión pYES2.  De los clones positivos
se  seleccionaron  tres  de  ellos,  que  fueron  secuenciados  por
ambas  cadenas del  inserto de  ADNc.  En  la  figura  32  se
representa el alineamiento correspondiente a las secuencias del
ADNc  sintetizado por RT-PCR y  el ADN  genómico del gen
cglccl  de Coriolopsis galilea.
3.6.2. Confirmación de la existencia de un nuevo gen de lacasa en Coriolopsis gallica.
Al  analizar la secuencia del ADN complementario del gen  de lacasa  de C. gallica, obtenido a
partir  de RT-PCR, se detectó que ésta no coincidía exactamente con la secuencia codificante del
gen  cglccl  de Coriolopsis galilea deducida a partir del análisis del ADN genómico (AYO 17340).
Se  encontraron 9 diferencias en los nucleótidos, que se traducirían  en la aparición de 7 cambios en
los  aminoácidos de las proteínas correspondientes.
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295  ATGCTGCACACTCGCACTCGTCTTGG3AACGTCCTCGCCCTCCTCAGCCT 344
IIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIII1jjIIIIIIIII  III1  ATOCTGCACACTCGCACTCGTCTTOG ACGTCCTCGCCCTCCTCAACCT 50
345  CCTC0GCACGGCPTGGGGAGCGÁTTGGCCCCAAGACTGACCTGCJCATTG 394
III   II  JI  FI 1111111  1111  111111    1)1111111111  liii
51  CCTCGGCACGGATGGGMCGTTGGCCCCMGACTCCTGJTTG 100
395  TGAACAA0GTCATCGCACCC0AT0GCTTCCCTCGCGACACTATCCTTT  444
111111111111 II  liii!  11111 1111111111  11111111
101  TGACAAGGTCATCGCACCCGATGGCTTCCCPCCCTATCCTTT  150
445  GGGGGMCCTTCCCCGGTCCTCTCATCACTGGCAAAACGtatggaccc 494
11111  iii  1  III  III  liii  111111 liii  liii
151  GGGOGAACCTTCCCCGGTCCTCTCATCACTGGCAPAJSCG199
495  cgacctggagaatctgctgccgactcacatattccctctgtag99cTc  544
1111  II
189GGCGATC  196
545  GCTTCCPCATcGATGTCTACGACGAcCTGACC      GACTATGTTGACG 594
¡III  1111111111  II  111111  II  III  1     111111111
197  GCTTCCTCATCGATGTCTACG CGACCTGAC  ACGCGACTATGTTGACG 246
595   644
liii  1
247  CCAACGAGCATC259
645   694
III  11111111111 III  111111111
259CATTG0CATGGGTTGTTCCAGCATACTA  286
695  CCAATT000CCGACGGTCCGGCGTTTGTCiCGc G CCCAT     ter 744
111111  111111  III  11111 II
287   336
745  GGACAAACTTCCTTTACAACTtCCGTGtTCCAGACCAGtcAgtqcgtgg 794
III   III  I 1111  1    ¡11111!  II  II  FI  1     II  III
337  GGACACPAACTTCCTTTAc5ACTTCC0TGTTCCAQACAGTQ376
795  gtcaactcgtggtatattgacctggggcttctaaccactgtcggacij  844
05  381
845  TACTTACT0GTACCACA0CCACTTCGGGCTACAGTACTGI0AtGGTCTT  894
II  11111111111  III  III  1111111 III  [III:  II  liii
382  TACTTACTCGTACC1CAGCCACTTCG(tP  GTACTGCGATOCTCTTC 431
895  GTG0TCCGATCGTCGTCTAC0ATCCCCATGACCCTCAiGCJTCTATA& 944
11111111 liii:::  1111111 IIiiiiIIIi  III  111111111111111
432   A0C1TCTAT5C  481
945  GATGTtGACGACsqtgggtgatacagtcgcggcatcagtctttngaáac  994
482  GATGTTGAC0ACG492
995   1044
1111111111111111111111111111111111
493ATA0CACT0TGITTACTCTTTCTGACTG0TACÇJ  528
1045  TGTCGCTGCT0CGAGCGTCCCCGTCCCACCgtatgccgagaccctj,  1094
III  JI
529  TGTCGCTGCTGCGAGCGTCCCCGTCCCACC557
1095  caacctaacctagtcgactacgcgccattagTcAsTc  CAOTACGC 1144
111111 iii  11111111
558TCAATCGGACAGTACGC  575
1145  TcATcAAccccTTGGGccGcTGGGGAGGcGATccTAccTccGIcTGGc;  1194
IJJJJIIIIIIIIIIIJIIIJIIIIIIIIJIIIIJJJJIIIIIIIIIII}
576  TCATCAACGGCTTGGGCCGCTGGAGGCJTCCTACCTCCGCTGGCT 625
1195  GTGATTACAOTGCAOCATGGAAAGCOgtaagttttagtcgctcgagcgcc  1244
1111111  III
626  GTGATTACAGTGGAGCATCGAAAGCG649
1245   1294
IllillilI  II
650GTACC0CTTCC  662
1295  GTCTGGCCAGTCTCTCATGCGATCCTTTCTCACGTTCT&ATCCGG  1344
11111111111111111111111111111111111111111111111111
663  0TCT0GCCAGTCTCT ATGCcATCCTTTCTTCACGTTCTCCATCGA0GT  712
Figura  32:  Alineamiento de las secuencias de nucleátidos del ADN genómico correspondiente al  gen cg/ecl  de
Corio!opsis gallica (representado en la  línea superior), y  el ADN complementario, sintetizado por RT-PCR
(representado en la línea inferior). En minúsculas aparecen las secuencias que codifican para intrones.
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1494
III
807CTT  810
1495  0AAZCAAACcGCCAAACGGCAACTACT0GATGCGCGCGjJCCC»J.Accj  1544
11111111111111111111111111111111  III  111111111 III  III
811  GAAGCAACCAGCC ASO  CTACTGGATGCGCGCGMCCCMC
1545  1594
11111111 11111111 IllIllillIl 1111111111111111 111111
861   910
1595  ACAA050CG CCGGTCGCJGAGCCGMTiCGACCCAGIII5GCC CI½Ak 1644
11111111 II  llIlilil  1111 11111111 11111111111  II
911  ACAA000CGCACC0GTC0C  AGCCGAATACGACCCPI3C0CCGAQA 960
1645  AAGCCGCTCTTGGAGACTAACCTGCACCCTTGAC.AGGGCTGTTg - 1694
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJIIJIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIII
961   -  1008
1745  attttccagCCCGGAAGccocAcccrpoccoooccoAcoTpj 1794
IIIIIIIIIJJIIJIIJII
1009CCCGGAAGCCGCACCCTGGCGGCGCCCGTT  1049
1795                          -1644
1111  111111111
1050  CCTT555CTCGGTGTT1065
1845 1894
IJIIJIIIIIIIIIIJ  111111
10660ACGTCAACOCAGGCTTGTTCTT 1088
1895  GGTCAACG5CTCTCCTTTCATTCCCCCGGiCATCCCGGTCTCCTc1944
IIIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIJJIJJ  111111 III  111111 1111
1089  GGTcACGGCTCTCCTTTCATTCCCCC0aTCCCTCCTCCTCCI     1138
1945 TCCTC9GCGGTAACTACTCTGCACAGTCCCTGCTGCCGCCAGG(,TCGT 1994
11111111111111111111111111111111111111111111111111
1139  TCCTCAGCGGTAACTACTCTGQQGTCCCTGCTGCCGCGOGGTCGTG 1188
1995  TATACCCTGCCGCCCC  TC0GTCGAICTGTCOATTCCGC      G; 2044
1111111111111111111111111111  1111111111111111111  III
1189  TATACCCTGCCGCCCAc TCGGTCGGCTGTCGATTCCGGCGT 1238
2045  ccTC00CGGICCCCATCCGTCCACTTGdcGGgtg8gt5ttt099 2094
IllIllIllIl  1111111111111111111111
1239  CCPCGCGGTCCCCATCCGTTCCACTTGQkC1271
.2145  cgtcccccaGCAcGcc9TcTccGTAGTcc  CGCAGGGAGczcGTfl 2194
11111111111111111111111111111111111111111
1272GCACGCCTTCTCCGTAGTCCGCAO  rCGCAGCGTTT  1312
2195  ACAACTACAAGAACCCCGTCCAGCGCCAC TGAGCATCGGCGATTCG 2244
11111111111111111111111111111111111111111111111111
1313  ACAACTACAAn CCCCGTCCAGCGCGACACCGT     A1’CGGCGATTCG 1362
2245 2294
1363  ACC0ACMCGTCACCATCCGCTTCTTC 1389
2345  cctctggtacagACGGAc5cccoGccpcTccT5 TGCCACAT  2394
IIIIIIIIilIi 11111111111111:1111111111:
1390ACGGACAACCCGGGACCGTGGTTCCTCTIICT  1427
2395   2444
IIIIIIIJIIIIIIIJIIJIIIIIIIJIIIIJIIIIIIIIIIIIIIJJII
1428  CGACTTCCACTTGAACGCCG  CTCGCTGTCGTGTTTQCTGA57pJ  1477
2445 AGGACACGGCCTTCGTGAACCCTGTGcccpgtacgtgccgcttt9t99  2494
1111111111111111111111111 III II
1478  AGGACACGGCCTTCGTG»ACCCTGTC1507
2495 2544
111111  III  III1508GCTCTT0GAA5G  1519
2545  A0CTCTGCCCGACCTACTCC0GAQIACC0  2576
IIIIJJIJJJIIIIIJJIIIIdJJJ  III  III
13451394
11111111  1111111111 JI 11111 -11111111111 11111111111 1 1
713   762
1395  002CGACCAGCTGGATATCflTGCTGCGCSCCGCTACTC&TTCGT9taa  1444
111—1111 III  1111111111111111111111111111111  III
763  GGTCGACCAGCTGGATATCTTTCCTGCGCCCGCTACTCCTTCGT806
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1    ATGCTGCACACTCGCACTCGTCTTGGCGTCCTCGCCCTCCTCAACCTCCTCGGCACGGCATGGGGCGATTGGCCC   80
it  it  t  itt  it  111111111  Itt ti II  iii  it  t iii  ti  1  t 1 itt  ti  iii  11111
1    atgctgcacactcgcactcgtcttgggaacgtcctcgccctcctcagcctcctcggcacggcatggggagcgattggccc   80
81    CAAGACTGACCTGCACATTGTGAACAAGGTCATCGCACCCGATGGCTTCCCTCGCGACACTATCCTTGCTGGGGGCCT     160
ti  iii  t  it  Iii  liii  liii  11111111  iii  Iii  11111111111  iii  iii  liii  11111111
81    caagactgacctgcacattgtgaacaaggtcatcgcacccgatggcttçcctcgcgacactatccttgctgggggaacct     160
161    TCCCCGGTCCTCTCATCACTGGCACGGGCTCGCTTCCTCATCGATcTcTAcccAccTccpAcGcGAcTATc    240
ti  itt  t it  It Itt liii  t  ti  itt  ti  itt  Itt  it  itt  1 it  itt  iii  liii] ti  itt  t iii  ti  iii 11111 itt  Hl  it
161    tccccggtcctctcatcactggcaaaacgggcgatcgcttcctcatcgatgtctacgacgacctgaccaacacgactatg   240
241    TTGCGCCAACGAGCATCCATTGGCATGGGTTGTTCCAGCATACTACCAATTGGGCCGACGGTCCGGCGTTTGTCGCA    320
It   liii  liii  11111  Iii   111111 ti  11111111  ti   111111  iii   1111111 Iii
241    ttgacgccaacgagcatccattggcatgggttgttccagcatactaccaattgggccgacggtccggcgtttgtcacgca     320
321    GTGCCCCATCAGCTCTGGACACAACTTCCTTTACAACTTCCGTGTTCCAGACCAGTGGTACTTACTGGTACCACAGCC     400
iii  ti  iii  liii  itt 1111111 itt liii liii liii iii iii tui iii Iii itt iii iii iii liii iii liii
321    gtgccccatcagctctggacacaacttcctttacaacttccgtgttccagaccagtcaggtacttactggtaccacagcc     400
401    ACTTCGGGCTACAGTACTGCGATGGTCTTCGTGGTCCGATCGTCGTCTACGATCCCCATGACCCTCAGGCATCTATAC     480
iii iii liii itt liii  Itt Iii 11111 iii itt ti It It ti itt It It ti Itt Iii itt iii itt Iii t Itt i itt It
401    acttcgggctacagtactgcgatggtcttcgtqgtccgatcgtcgtctacgatccccatgaccctcagaagcatctatac     480
481     GATGTTGACGACGATAGCACTGTGATTACTCTTTCTGACTGGTACCATGTCGCTGCTGCGAGCGTCCCCGTCCCACCTCA   560
11111  iii  iii  It  It  i  iti 11111111 i itt ti ti Itt Itt It Itt itt i iii iii itt It iii t It i itt liii
481    gatgttgacgacgatagcactgtgattactctttctgactggtaccatgtcgctgctgcgagcgtccccgtcccacctca     560
561    ATCGGGTACGCTCATCAACGGCTTGGCCCGCTGGGGAGCCGATCCTACCTCCGAGCTGGCTGTTTACAGTGGC     640
itt II iii  it  ti  liii  iii Iii ti itt t ti hill i itt It ti t iii Itt It Itt 11111 iii iii itt liii t ti itt
561    atcggacagtacgctcatcaacggcttgggccgctggggaggcgatcctacctccgagctggctgtgattacagtggagc     640
641    ATGGAAGCGGTACCGCTTCCGTCTGGCCAGTCTCTCATGCGATCCTTTCTTCGTTCTCCATCGACGGTCATCATG     720
iii  t ti  iii  ti  itt  ti  itt  t ti  itt  iii  itt  iii  itt  liii  itt  ti  itt  t t Itt  iii  itt  t Itt  ti  iii  t t ti  itt  liii
641    atggaaagcggtaccgcttccgtctggccagtctctcatgcgatcctttcttcaçgttctccatcgacggtçatgacatg    720
721    ACCATCATCGAGCCGACGGTGTGCACGCAGCCACTGGGTCGACCAGCTGTATCTTTGCTGCGCAGCGCTACTC    800
itt  iii  itt  itt  111111  itt  itt  itt  itt  uit  liii  Itt  liii  liii  itt  itt  itt  liii  iltiti  itt  Itt  iii  it
721     accatcatcgaagccgacggtgtgaacacgcagccactgaaggtcgaccagctggatatctttgctgcgcsgcgctactc     800
801     CTTCGTGCTTGAGCAACCAGCCAGGGCAACTACTGGATGCGCGCCCCCCACGCAAACTTTGTCGGCTTTG     880
11111111 iii  liii  liii  iii  liii  iii  liii  liii  liii  iii  liii  itt  liii  liii  iii  iii  iii  iii  iii  11111
801    cttcgtgcttgaagcaaaccagccaaagggcaactactggatgcgcgcgaacccaaaccacgcaaactttgtcggctttg     880
881      AGAACGGTATCAACTCGGCCATCCTCCGCTACMGGGCGCACCGGTCGGAGCCGTACGACCCAGACGCCGAGp     960
liii liii iii 1111111 itt iii iii liii iii it liii itt iii 1111 iii liii ti ti 111111 itt iii t liii ti
881    agaacggtatcaactcggccatcctccgctacaagggcgcaccggtcgcagagccgaatacgacccagacgccgagcaaa     960
961     AAGCCGCTCTTGGAGACTACCTGCACCCCTT      GCAGGCTGTTCCCGGAAGCCGCACCCTGGCGGCGCCGACGT      1040
itt  lii  itt  itt  tui  liii  iii  iii  itt  iii  liii  iii  iii  ti  itt  iii  itt  iii  iii  iii  itt  t  i  t  iii  itt  ti
961    aagccgctcttggagactaacctgcaccccttgacaaagcaggctgttcccggaaagccgcacccttggcgggccgacgt     1040
1041    GAACATCAACCTTGGGCTCGGTGTTGACGTCAACGCAGGCTTGTTCTTGGTC.ACGGCTCTCCTTTCATTCCCCCGGACA   1120
iii  itt  iii  Itt  ti  u  iii  iii  Iii  liii  iii  iii  iii  liii  liii  itt liii liii ti liii iii itt liii iii t ti
1041    gaacatcaaccttgagttcggtgttgacgtcaacgcaggcttgttcttggtcaacggctctcctttçattcccccggaca     1120
1121    TCCCGGTCCTCCTCCAATCCTCAGCGGTAACTACTCTGCACAGTCCCTGCTGCCGCCAGGGGTCGTGTATACCCTCCCG     1200
iii  it  liii  liii  liii  liii  ti  iii  liii  iii  iii  itt  liii  liii  itt  11111111111111 iii  liii  iii  liii  ti
1121    tcccggtcctcctccaaatcctcagcggtaactactctgcacagtccctgctgccgccaggggtcgtgtataccctgccg     1200
1201    CCCACCAATCGGTCGAGCTGTCGATTCCGGGAGGCGTCCTCGGCGGTCCCCATCCGTTCCACTTGCACGGGCACGCCTT     1280
itt  liii  liii  liii  itt  liii liii liii liii iii ti iii  itt  liii liii iii iii itt iii iii liii iii iii it
1201    cccaaccaatcggtcgagctgtcgattccgggggcgtcctcggcggtcçccatccgttccacttgcacgggcacgcctt     1280
1281     CT     1360
iii liii iii liii liii liii liii itt itt liii iii itt iii itt iii iii itt iii liii iii itt iii tu iii
1281     ctccgtagtccgcagcgcagggagcagcgtttacaactacaagaaccccgtccaqcgcgacaccgtgagcatcggcgatt    1360
1361         1440
liii  liii  hill  liii  liii  hill  liii  liii  itt  iii  liii  hill  liii  iii  hill  itt  liii  itt  iii  hill  liii  ti
1361     cgaccgacaacgtcaccatccgcttcttcacggacaacccgggaccgtqgttcctgcactgccacatcgacttccacttg    1440
1441    ACGCCGGCCTCGCTGTCGTGTTTGCTGAGGATCCAGGACACGGCCTTCGTGCCCTGTGCCCAGCTCTTGG    1520
iii liii itt liii liii liii iii liii itt liii itt itt iii u u iii liii liii itt iii  iii  tui  iii  liii  iii
1441    aacgccggcctcgctgtcgtgtttgctgaggatccaaaggacacggccttcgtgaaccctgtgcccagctcttggaagga     1520
1521    GCTCTGCCCGACCTACTACGCGGAGAACCCGTGA                                                    1554
liii  liii  liii  1111111111111 liii  liii
1521    gctctgcccgacctactacgcggagaacccgtga                                                                    1554
Figura  33:  Alineamiento de  las  secuencias de  nucleótidos del  ADN  complementario del  gen  cg/col  de
Corioiopsis gal/ica (en letras miniscu!as) y de otro ADNc (cglcclA) aislado por RT-PCR utilizando l s mismos
cebadores  (en  letras  mayúsculas). En  color  amarillo se  resaltan  las  diferencias  en los  nucleótidos de  ambos
ADNc.
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En  la figura 33 se muestran las diferencias encontradas al alinear el ADNc con la secuencia del
ADN  genómico  del  gen  cglccl  de C.  gallica.  Se  decidió,  entonces,  realizar  un  análisis  adicional
para  verificar  si esta  secuencia  correspondía  a  otro  gen  de  lacasa  y  que  los cambios  en  las  bases  no
eran  debidos  a errores  cometidos  en  la  síntesis  y amplificación  del  ADNc.
3.6.2.1. Análisis del nuevo gen cglcclA mediante PCR-RFLP.
El  hecho de que dos de estas sustituciones de nucleótidos en la secuencia de ADNc provocaran
la  pérdida de uno de los dos sitios de restricción para Sae 1 (el situado en la posición 1490 pb), fue
aprovechado  para  diseñar  una  estrategia  con  el  fin  de confirmar la presencia  de un nuevo gen de
lacasa,  cuya  región  codificante  se  ajustara  a  la  secuencia  de  ADNc  determinada  en  este trabajo,  en
el  genoma  de  C.  gallica.
Análisis  de  Restricción
Clonaje (vector pGEM-T)             conSae ¡
Análisis  de los  clones
mediante restricción
con  Sac  i
Fragmentos a partir
de  los  clones  de  cglcclA
5146 pb+ 124pb
o
2936pb+2334pb
Cebador conienle aniba: IccS  5-GAAGATCTTCATGCTGCACACTCGCACTCG-3
Cebador  000iente abajo:  Icc3  5’-GAAGATCTTC055TTCTCCGCGTAGTAGGTCGG-3
Figura  34:  Estrategia para  la  confirmación  de  la  existencia  de  un  nuevo  gen  de  lacasa
(cglcclA) en Cor!olopsis gallica. El análisis se basa en la pérdida en este gen de uno de los
sitios  de  reconocimiento  para  Sac  1 (1490  pb),  detectada en  la  secuencia del  ADN
complementario donado.
ATGC  Sac  1
 ADN genómico (2270 pb)
kc3
PCR  (lcc5, Ice 3)
.
Sae 1
SacI
2270kb
/
Fgrnentos  rdecgkc1
1490 pb+ 750 pb+  30  pb
Fragmentos a partir de cglcc sin
el  sitio  Sac  1 (1490  pb)  (cglcclA)
2240pb+3Opb
Fragmentos  a  partir
de los clones de cglccl
4390 pb+ 750 pb+ 124pb
6
2936 pb+ 1584 pb-t-750pb
1
Secuenciación  y  análisis
de  las  secuencias
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En  primer  lugar  se  realizó  la  amplificación  del  gen  cglccl  de  C.  gallica  a  partir  de  ADN
genómico,  utilizando  los cebadores  específicos para  los  extremos 5’ y  3’  del gen (Fig.  34). Estos
cebadores  permiten  amplificar todo  el gen, obteniéndose un  producto  de PCR de 2270 pb,  que  se
purificó  y  se  sometió  a  un  análisis  de  RFLP  (análisis  del  polimorfismo  en  la  longitud  de  los
fragmentos de restricción) con la enzima de restricción Sae 1. Tal y como se esperaba, parte del
producto  de PCR se digirió con la  enzima Sae 1 produciendo 2 fragmentos del tamaño previsto:
1490  y 750 pb (en la electroforesis en gel de agarosa realizada no es posible detectar el fragmento
de  30 bases que también se obtiene como resultado de esta digestión (Fig. 35  A)). Sin embargo, una
parte  de este producto de PCR quedó sin digerir, como debía suceder si efectivamente existiera otro
gen  de  lacasa  diferente  de  cglccl  que  ha  perdido  el  sitio  de  restricción  Sac  1 mencionado
anteriormente.
—  2240 pb
—  1490  pb
—  750  pb
B
Figura  35: Análisis de la posible existencia de un nuevo gen de lacasa en
Coriolopsis gallica. A: Digestión con Sao 1 deI producto de la amplificación por
POR, a partir de ADN genómico total, utilizando los cebadores específicos
para el gen cg/cc 1. Se obtienen dos bandas correspondientes al corte del gen
cglccl  en el sitio Sac 1 (localizado a 1490 pb) y una banda de mayor tamaño
(2240 pb) que demuestra la pérdida del sitio de corte para esta enzima en el
nuevo  gen.  B:  En  el  análisis de  restricción con Sao 1 de varios clones
obtenidos al donar los productos amplificados e aprecia que una de las
muestras (la señalada con flecha) tiene el  patrón característico de la  pérdida
del  sitio Sac 1. Se seleccionó este clon para ser secuenciado y analizar si
correspondía  un nuevo gen de lacasa. MX: Marcador de peso molecular.
Los  productos  de  PCR  obtenidos  a  partir  de  la  amplificación  del  ADN  genómico  con  los
cebadores  lee fueron  donados  en el vector  pGEM-T,  para  su posterior  secuenciación. Los clones
fueron  analizados mediante análisis de restricción con Sac  1 (Fig. 35 B).
En  la figura 35 B se muestra el resultado del análisis de varios de estos clones, en donde uno de
ellos  parecía contener el gen cglcclÁ. En la digestión correspondiente se observan dos fragmentos:
uno  de 5146 pb  que corresponde al  vector pGEM-T con gran parte del gen, y  otro pequeño
fragmento generado por los cortes Sae 1 en el gen y en el vector,  equivalente a 124 pb  tal y como
ocurriría si no existiera la secuencia de corte para Sac  1 situada en la posición 1490 del gen.
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Con  ello se  demuestra que se produjeron distintos productos en la amplificación con cebadores
específicos  para  cglccl  y  que  las  diferencias  obtenidas en los  patrones  de restricción no  fueron
debidas  a  que se  había producido una  digestión parcial  con  Sac 1 del producto  de PCR,  sino a  la
existencia  de un gen  de lacasa  distinto del gen cglccl  de Coriolopsis gallica, al que  denominamos
cglcclÁ. Estos  clones  se  secuenciaron  por  los  dos  extremos  lo  que  ha  permitido  confirmar  la
existencia  de  varias  de  las  sustituciones  de  nucleótidos  detectadas  en  cglcclA, como  la
correspondiente  a la pérdida del sitio Sac 1 situado en la posición 1490 pb.
3.6.2.2.  Caracterización  de las  secuencias  de  los  ADNc  de  los  genes  cglccl  y cglcclA.
Las  secuencias de  ADNc de  los genes cglccl y  cglcclA obtenidas por RT-PCR están
constituidas,  ambas, por 1554 pares de bases, que presentaron 9 diferencias en sus nucleótidos (Fig.
33).  Estas  diferencias no  provocaron modificaciones  en  el  marco  de  lectura,  sin  embargo,  sí  se
traducirían  en  la  aparición  de  7  cambios  en  los  aminoácidos  de  la  proteína  correspondiente
deducida  a partir de las secuencias codificantes (Fig. 36).
Por  otra  parte,  la  comparación  de las secuencias  de ADNc  con  la  del  correspondiente ADN
genómico  (Fig. 27), confirmó que las estructuras postuladas por Calvo (1995) y Zapico (1999), en
cuanto  a número y disposición de los intrones y exones de este gen son correctas.
Al realizar la traducción de las secuencias de nucleótidos a los aminoácidos correspondientes,
también  coincidió el número teórico de aminoácidos de las proteínas maduras codificadas por estos
genes  cglccl  y cglcclA,  siendo de 517 aminoácidos. Las diferencias en las secuencias de los ADNc
de  los genes cglccl  y cglcclA,  se encuentran no  sólo en el sitio de reconocimiento para  la enzima
de  restricción Sac  1, sino en el  péptido señal de la preproteína y en uno de los sitios potenciales de
glicosilación.
La  deducción de la  secuencia del péptido  señal se obtuvo tras analizar  la proteína mediante un
programa  informático  que  pronostica  los  posibles  sitios  de  corte,  para  el  péptido  señal,
(http://www.cbs.dtu.dklservices/SignalP-2.0f)  basado  en  los  trabajos  de Nielsen  y  colaboradores
(1997)  y en los de Nielsen y Krogh (1998).
Para  la proteína  deducida del gen cglcclA  de Coriolopsis gallica el sitio  de corte se localizaría
entre  los aminoácidos 23 y 24, al igual  que el péptido señal deducido del gen cglccl,  por  lo que la
diferencia  en los aminoácidos de esta región no afectaría a la proteína madura. En lo que respecta a
las  demás diferencias en los aminoácidos, estas no afectan a  los sitios de uniones a cobre, que  son
regiones  muy conservadas en las lacasas, ni a  las cisteínas que  están relacionadas con la formación
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de  puentes disulfuro intramoleculares y con uniones a  cobre de tipo 1 (Jónsson y col.,  1995) y  que
también  se encuentran localizadas en zonas muy conservadas de la proteína.
10        20        30        40        50        60
u.uTRTRLGNVLALLNLLGTAWGTIGPKTDLHIVNKVIAPDGFPRDTILAGGTFPGPLIT
basn’TRLGNVLAI.LSLLGTAWGAIGPKTDLHIVNKVIAPDGFPRDTILAGGTFPGPLIT
10       20        30       40        50       60
70        80        90       100       110       120
GKTGDRFLI  DVYDDLTNATMLTPTSInWliGLFQHTTNWADGPAFVTQCPI  SSGHNFLYNF
GKTGDRFLIDVYDDLTNTTMLTPTSIRWHGLFQHTTNWADGPAFVTQCPISSGHNFLYNF
70          80          90        100         110         120
130       140       150       160       170       180
RVPOQSGTYWYRSHFGLQYCDGLRGPIVVYDPHDPQKHLYDVDDDSTVITL5DWYHVAAA
RVPDQSGTYWYBSHFGLQYCDGLRGPIVVYDPHDPQKHLYDVDDDSTVITLSDWYHVAAA
130       140       150       160       170       180
190       200       210       220       230       240
SVPVPPQSDSTLINGLGRWGGDPTSELAVITVERGKRYRFRLASLSCDPFFTFSIDGHDM
8VPVPPQSDSTLINGLGRWGGDPTSELAVITVERGKRYRFRLASLSCDPFFTFSIDGRDN
190         200         210         220         230        240
250       260       270       280       290       300
TI  IEADGVNTQPLKVDQLDIFAAQRYSFVLEANQPKGNYWMRANPNHANFVGFENGINSPs
TI  IEADGVNTQPLKVDQLDIFAAQRYS  FVLEANQPKGNYWMRANPNHANFVGFENGINSA
250       260       270       280       290       300
310         320         330         340         350         360
ILRYKGAPVAEPNTTQTPSKKPLLETNLHPLTKQAVPGKPHPGGADVNINLGLGVDVNAG
ILRYKGAPVAEPNTTQTPSKIÇPLLETNLHPLTXQAVPGKP}IPWRADVNINLEFGVDVNAG
310       320         330         340         350        360
370       380       390       400       410       420
LFLVNGSPFIPPDIPVLLQILSGNYSAQSLLPPGVVYTLPPNQSVEL5IP’SGVLGGPHPF
LFLVNGSPFIPPDIPVLLQILSGNYSAQSLLPPGVVYTLPPNQSVELSIPGGVLGGPHPF
370       380       390       400       410       420
430         440         450         460         470         460
HLliGBAFSVVRSAGS VYNYKNPVQRDTVSIGDSTDNVTIRFFTDNPGPWFLHCRI DFHL
HLRGEAFSVVRSAGS VYNYKNPVQRDTVS IGD5TDNVTIRFFTDNPGPWFLBCRIDFHL
430       440       450       460       470       480
490       500       510
NAGLAVVFAEDPKDTAFVNPVPSSWKELCPTYYAENP
NAGLAVVFAEDPKDTAFVNPVPSSWRELCPTYYAENP
490       500       510
Figura 36: Comparación de las proteínas deducidas a partir de la secuencias de ADNc del
gen  cg/cc! (linea inferior) y del ADNc del gen cg!cclA (linea superior) de Coriolopsis ga/lica
(Identidad: 99,2%). En azul se muestra el péptido señal, en verde los sitios potenciales de
glicosilación, en rojo los sitios de unión a cobre, en morado las cisteínas y, remarcados en
amarillo las diferencias detectadas en los aminoácidos de las proteínas.
Como  se  observa  en  la  figura  36  se  sustituyen  3  aminoácidos  de  cadena  lateral  grande
(triptófano  (W), arginina  (R) y glutámico (E)) por tres  glicinas, que  es el aminoácido de estructura
más  sencilla, puesto que carece de cadena lateral. Además, estas tres sustituciones por glicina
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ocurren  en  zonas  muy  próximas  de  la  cadena  aminoacídica.  Debido  al  pequeño  tamaño  de  la
glicina,  esta aminoácido permite una gran flexibilidad  en la rotación del enlace aminoacídico y por
tanto  estos  cambios  pudieran tener  efectos  en la  estructura tridimensional  de la  proteína  o en  su
plegamiento,  si bien estas especulaciones precisan de estudios más detallados como por  ejemplo el
análisis  de modelado molecular o bien de estudios cristalográficos.
Los  otros  cambios  corresponden  a:  una  asparragina  (N)  por  serma  (S)  que  se  encuentra
localizado  en  el péptido  señal  por lo  que no  influye  en la  proteína  madura;  una treonina  (T)  por
alanina  (A); una alanina por treonina; y por último una leucina (L) por fenilalanina (F).
La  caracterización teórica  del punto isoeléctrico y del peso molecular  de las proteínas se realizó
a  través  de  programas  informáticos  a  los  que  puede  accederse  en  la  dirección  de  internet
http://au.expasv.org/.  Las  dos  proteínas  mostraron  el  mismo  punto  isoeléctrico:  5,79;  sin  embargo
el  peso  molecular  no  fue  el  mismo.  La  proteína  deducida  a  partir  del  gen cglccl  mostró  un  peso  de
56773,01  Da,  mientras  que  la  deducción  teórica  del peso  molecular de la proteína correspondiente a
la  secuencia de nucleótidos del gen cglcclÁ fue de 56465,66 Da. Quizás esta diferencia pudiera
explicar  los diferentes patrones de bandas encontrados en los zimogramas realizados en los días de
cultivo  en los que se producía decoloración del efluente.
3.6.3.  Clonaje  del  ADNc  del  gen  cglcclA  de  Coriolopsis  gaiica  en  el  vector  de  expresión
pYES2.
Para la realización del clonaje del ADNc  del  gen de lacasa de C. gallica se utilizó el vector de
expresión  pYES2  (cedido  gentilmente  por  la  Dra.  Maria  Fernández  Lobato  de  la  Universidad
Autónoma  de  Madrid).  Este  vector  de  expresión,  fue  elegido  porque  posee  un  promotor  pGAL
inducible  por galactosa y reprimible por glucosa, de manera que se pudieran mantener los cultivos
en  un  modo  de “expresión  apagada”,  disminuyendo así  la  selección  de células  mutantes  que  no
estuvieran expresando la proteína, durante la fase de crecimiento celular, como resultado de la
carga metabólica gregada en las células, que expresan altos niveles de la proteína foránea o del
efecto tóxico de esta proteína en las células. Además posee un sitio de clonaje múltiple en el que se
encuentra  la zona de reconocimiento para  la enzima de restricción Bam  HI,  utilizada  para  el clonaje
del  ADNc  de  este  gen,  el  origen  de  replicación  de  2j  de  Saccharomyces,  el  gen  de  resistencia  a
ampicilina  (que  hace  posible  seleccionar  los  transformantes  en  bacterias)  y  el  gen  URA3  que  se
utiliza  para  la  selección  de transformantes  en  levaduras.
El  clonaje del cDNA del  gen  de  lacasa  cglcclA se realizó  segCin se  muestra  en  la  figura  37.
El  vector  pYES2  fue  digerido  con  la  enzima  de  restricción  Bam  Hl  y  de  esta  manera  linearizado.  El
ADNc  del  gen  cglcclÁ  de  Coriolopsis  gallica  fue  sintetizado,  como  se  muestra  en  el  apartado
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3.6.1.  de Resultados.  Los cebadores utilizados para  la síntesis del ADNc del gen  de lacasa fueron
diseñados  de manera que el gen llevara en sus extremos sitios de reconocimiento para la enzima de
Bgl  5
Bgl 1
Bgl II
Bgl  It  ADNc cglcclÁ  Bgl  U
5’ATG                  TGA3’
ATG
Bam  HI-Bgl II
Figura 37:  Representación esquemática del  clonaje del  ADNc del  gen  cglcclA  de lacasa de
Coriolopsis gallica en el vector de expresión pYES2. Clonaje en Bam Hl. ADNc con extremos BgI II.
restricción  Bgl II y que se mantuviera la secuencia del péptido señal de la proteína, así ésta podría
ser  reconocida  y  exportada,  al  medio extracelular, por la  levadura. El  ADNc fue amplificado  por
PCR  y  la  banda  correspondiente  a  este  ADNc,  se  purificó  a  partir  de un  gel  preparativo  de  agarosa
1%.  Esta  banda  purificada  fue  digerida  con  la enzima  de  restricción  Bgl  II para  cortar  sus  extremos.
pYES2
60  Kb Sna  BI
Apa  5
Bwn  HI-Bgl  II
Apa  1
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Antes  de  ello,  se  comprobó  que  este  ADNc  no  contenía,  en  su  secuencia,  ningún  otro  sitio  de
reconocimiento  para  la  enzima  de  restricción  Bgl  II,  de  manera  que  pudiera  cortar  el  ADNc,
generando  fragmentos indeseados para el clonaje de la secuencia codificante del gen entero. Ambas
enzimas  de restricción, Bam Hl y Bgl II,  generan extremos que son compatibles, con lo que se
procedió a la ligación del ADNc con el vector de expresión pYES2 mediante el tratamiento con la
ligasa del fago T4.
3.6.4.  Transformación  en  bacterias  de  la  construcción  pYES2cglcclA  y  verificación  del
clonaje.
Para  verificar la correcta dirección del clonaje del ADNc del gen de lacasa de Coriolopsis
gallica,  se procedió con la transformación de bacterias de la especie Escherichia coli cepa DH5a
con  el producto  de la ligación del ADNc del gen y el  vector pYES2. A continuación, se realizó  la
selección  de las bacterias  recombinantes mediante  su cultivo en placas con  medios que  contenían
ampicilina.  Una  vez  seleccionados  y  aislados  los  transformantes  que  eran  resistentes  a  la
ampicilina,  fueron verificados  mediante la  extracción del vector de  expresión y  la realización del
mapa  de restricción del plásmido pYEScglcclÁ para verificar el clonaje y su correcta orientación.
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Figura 38: Representación esquemática de los fragmentos teóricos producidos por las digestiones
con  las enzimas de restricción Bam Hl. BgI ¡ y  la doble digestión Bam Hl-Bg( 1, del vector pYES2 (A) y
el pYES2cgIcclA (B).
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En  la figura 38 se representan los fragmentos que teóricamente deberían producirse al
digerir  tanto  el  vector  pYES2  (A),  como  el  pYES2cglcclA  (B) con las enzimas de restricción
Bam  HI, Bgl ly  una digestión doble de Bam HI-Bgl  1.
Los  productos de  estas digestiones se
muestras  en la figura 39. El primer carril del
gel  de  agarosa  corresponde a  muestras  del
plásmido  pYES2cglccJA  sin  digerir  con
enzimas  de restricción,  con lo que  aparecieron
tres  bandas  correspondientes a  sus tres  formas
de  enrollamiento.  Cuando  digerimos  este
vector pYES2cglcclA,  tanto con la enzima de
restricción Bam Hl como con Bgl 1 (carriles 2 y
3  del gel) apareció una banda de 7600 pb que
corresponde  al tamaño del vector más el inserto
cuando  se  lineariza.  Al  tratar  este  vector  con
ambas  enzimas  de restricción Bam  Hl  y Bgl 1,
se  obtienen  dos bandas  una  de  1427 pb y  otra
de  6173  pb  (carril  4  del  gel  de  agarosa).  El
fragmento de 6173 pb procede del ADNc del
gen  cglcclA,  casi en su totalidad, (salvo 84 pb
que  son cortadas por  la enzima de restricción Bam HI), y la gran  mayoría del vector de expresión
hasta  el sitio de reconocimiento de la enzima de restricción de Bgl 1. El otro fragmento de 1427 pb
abarcaría  las secuencias desde el corte Bgl  1 del vector hasta incluir las 84 pb del ADNc, en donde
se  encuentra un sitio de reconocimiento Bam Hl.  dentro del gen.
En  los carriles 5 y  6 aparecen, como controles, las muestras del vector pYES2 sin digerir (5), y
tras  su tratamiento con  la doble digestión realizada con las enzimas Bam  Hl  y Bgl 1 (6), en la cual
aparecen  dos bandas  de tamaño 4700  y  1300 pb  correspondientes a  los  sitios de corte para  estas
enzimas  en el  vector pYES2.  Como un  control,  se  puso  en el  último  carril  del gel  de agarosa  el
ADNc del gen cglcclA  de Coriolopsis gallica,  sintetizado por PCR,  que corresponde a  una banda
de  1553 pares de bases.
Con  estos resultados, podemos verificar que el clonaje del ADNc del gen de lacasa ha sido
realizado  satisfactoriamente  en pYES2 y en su  orientación correcta,  según el promotor  pGAL del
vector,  pues de no  ser  así  el patrón de bandas  obtenido hubiera  sido muy  distinto, de dos bandas
una  de 2809 y otra de 4791 pares de bases, al hacer la doble restricción con Bam 1-II y Bgl 1.
Figura  39: Electroforesis, en gel de agarosa al  1%, de  los
diferentes fragmentos generados en las distintas digestiones con
enzimas  de  restricción  del  vector  de  expresión  pYES2  y
pYEScgIcclA. MX: Marcador de peso molecular.
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3.6.5.  Transformación  de la construcción  pYES2cgIcclA  en Saccharomyces  cerevisiae.
Como hospedador del vector de expresión que contenía el gen cglcclA de lacasa de Coriolopsis
gallica  se utlilizó la cepa W303-lb de Saccharomyces cerevisiae (cedida gentilmente por la Dra.
Maria  Fernández  Lobato  de  la  Universidad  Autónoma  de Madrid).
Esta  cepa de Saccharomyces posee la  característica de ser auxótrofa para  los  aminoácidos
leucina,  histidina, triptófano y las  bases adenina y  uracilo, de manera que esto nos  permitió
diferenciar a los transformantes, ya que el vector de expresión pYES2 contiene en su secuencia el
gen  URA3,  por  lo  que  aquellas  levaduras  que  hubieran  incorporado  el  vector y  lo procesaran
correctamente,  habrían  perdido  la  auxotrofia  para  el uracilo.
La transformación de la levadura se llevó a cabo tal y como se describe en el apartado 2.10.8.2.
de  Materiales y  M&odos. La  selección de las  levaduras transformadas se realizó mediante su
crecimiento  en medios  mínimos  URA  (apartado 2.3.2.2. de Materiales y Métodos), a los que se les
añaden  los  aminoácidos  para  los  cuales  la  cepa  W303-lb  es auxótrofa salvo el uracilo, que nos
sirvió  de marcador  para  la  selección  de  los transformantes.  Como control,  para  posteriores  estudios,
se  hizo  la transformación  de  levaduras  con  el vector  de  expresión  pYES2,  sin contener  el ADNc  del
gen  cglcclA, de  manera  que  lo  pudiéramos  utilizar  como  un  control  del  comportamiento  de  la
levadura transformada, pero sin el gen de lacasa.
De  las  levaduras  transformadas  se  seleccionaron,  en  principio,  20  colonias  que  fueron  aisladas
y  conservadas en  medios  mínimos,  para  mantener  la  presión  selectiva  de  aquellas  que  habían
incorporado el  vector de  expresión. Para verificar que  contenían el  vector se procedió a  la
extracción del mismo, de manera que se pudiera realizar la  retrotransformación en la bacteria
Escherichia coli.  Una vez  incorporado el  vector en las  bacterias se extraería y  se analizaría
mediante un  mapa  de  restricción.  Sin  embargo,  esto  no  se consiguió ya que las muestras obtenidas
de  las  extracciones  de  los vectores  de  las  levaduras,  siempre  contenían  además  del  vector,  grandes
cantidades  de  ADN  genómico  y  ARN  de la  levadura,  lo que  dificultaba  la  retrotransformación  en
bacterías.
Por  ello,  se  decidió  cambiar  de  estrategia  y  verificar  la  transfórmación  de  las  levaduras
mediante  otro  procedimiento  que  consistió  en  analizar  si  las  levaduras  transformadas  estaban
procesando  correctamente  el gen  cglcclA  de lacasa  de  Coriolopsis  gallica  incorporado  en  el  vector
de  expresión,  mediante  la técnica  de  RT-PCR  taly  como  se  describe  en  el siguiente  apartado.
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3.6.6. Análisis de expresión del gen cglcclA en las levaduras transformadas.
Dado  que  el  vector de  expresión utilizado  contiene el  promotor  pGAL,  que es  inducible por
galactosa  y  reprimido por  glucosa,  se  utilizaron medios  que  contenían galactosa  como fuente  de
carbono.  Así,  se inocularon las levaduras transformadas en medios mínimos URK  con  galactosa, a
los que se les añadió sulfato de cobre (a una concentración 0,1 mM) necesario para  la actividad de
la  proteína lacasa.
Para  este  estudio  se  seleccionaron  5  colonias  de  levaduras  transformadas  que  denominamos
Ltl,  LtlO,  Ltl  8, Ltl 9 y Lt20.  La levadura transformada control, que contenía solamente el vector de
expresión, sin el ADNc del gen cglcclA, la denominamos Ltc4.
La  extracción del ARN de  las  levaduras
transformadas  se  realizó  tal  y  como  se
describe  en  el  apartado  2.10.1.2.2.  de
Materiales  y  Métodos.  Las  muestras  de
ARN fueron tratadas con la enzima ADNasa
Figura 40: Electroforesis en gel de Agarosa 1% de los ARNs  para  asegurar que  no  tuvieran  ADN
extraídos  de  las  Levaduras  transformadas.  (Lt:  levadura      -
transformada; Ltc: levadura transfomi ada control)            genomico o plasmidico.
En  la figura 40  se muestran los  ARN  extraídos  de las  levaduras  transformadas tanto  con  el
vector de expresión pYES2cglcclA, como con pYES2 sin  inserto  (control Ltc4). Estos ARN se
utilizaron  como moldes para  sintetizar, por la reacción de RT, la primera cadena del ADNc. Con la
reacción  de  PCR,  utilizando  como  molde  las  muestras  de  ADNc  de  las reacciones  de  RT,  se
sintetizó  la  segunda  cadena  y  se  amplificaron  los  productos  generados  en  esta  reacción.  Como
cebadores  se  usaron  los  denominados  Nci  y  3RT,  que  amplifican  un  fragmento  de
aproximadamente  690 pb del ADNc del gen cglcclA  de Coriolopsis  gallica.
La  secuencia de estos cebadores es la siguiente:
Cebador corriente arriba Nci: 5’- ATAAGAATGCGGCCGCGCGATTGGCCCCAAGACTG-3’
Cebador corriente abajo 3RT: 5 ‘-CAGTGGCTGCGTGTTCACAC-3’
Las  condiciones de esta reacción de PCR  fueron de 55°C  de temperatura de anillamiento de los
cebadores  y 30 ciclos de amplificación.
En  la figura 41  se muestra el gel de electroforesis de los fragmentos generados por la reacción
de  RT-PCR de las muestras  de ARN  extraídas de las levaduras  transformadas. Como se esperaba,
se  amplificó una  banda de aproximadamente  690 pb  en todos  los casos, salvo en la muestra Ltc4,
que  era el control que contenía el vector de expresión pYES2 sin el ÁDNc del gen de lacasa.
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Con  estos  resultados  se  comprobó  que
MX    111 1210 1218 1119 1220 Ltc4  MX
—          laslevaduras  transformadas  contenían  en
el  vector  de  expresión,  el  gen  de  lacasa  de
Coriolopsis  gallica.  Si  bien,  para  poder
verificar  que  este  gen  se  estaba
expresando  en  las  levaduras  fue  necesario
realizar  otros  ensayos,  ya  que  la
amplificación  del  fragmento  del  gen  por
PCR,  pudo  ser  debida  a  que  efectivamente
Figura  41:  Electroforesis  en  gel  de  éarosa  1%  deI
fragmento  generado  en  la  reacdón  de  RT-PCR  de  las     se estaba  expresando  el  gen,  o  a  que
muestras  de  ARN  de  las  levaduras  transformadas.  MX:
Marcador  de  peso  molecular,                            hubieranquedado  en  las  muestras
cantidades  trazas  del  ADN  plasmídico,
del  vector  de  expresión,  que  se  hubiera  amplificado,  aunque,  como  se  ha  dicho  anteriormente,  las
muestras  de ARN  de  las  levaduras  transformadas  fueron  tratadas  con  ADNasa.
Para  esta  verificación  se  procedió  a  repetir  todo  el  ensayo,  con  la  variación  de  que  las  levaduras
fueron  cultivadas  en  medios  mínimos  con  glucosa  como  fuente  de  carbono.  En  estos  medios,  las
levaduras  transformadas  poseen  el  promotor  pGAL  reprimido  por  la  glucosa,  con  lo  que  no  debe  de
haber  expresión  del  gen.  Se  extrajeron  los  ARN  de  las  muestras  y  se  realizaron  las  reacciones  de
RT-PCR  de  igual  manera  y  utilizando  los  mismos  cebadores.  Se  utilizó,  como  control  positivo  de  la
extracción  de  ARN  y  de  la  reacción  de  RT-PCR,  una  muestra  de  la  levadura  transformada  Ltc  1,
pero  crecida  en  medio  con  galactosa.
pb
En  la  figura  42  se  muestra  el  resultado  de  3054
este  ensayo.  En  el  primer  carril  del  gel  aparece
el  fragmento  de  690  pb,  amplificado  por  PCR,  1018 —
de  la  muestra  de  la  levadura  Ltd  crecida  con  517 —
galactosa.  El  segundo  carril  corresponde  a  la
Figura  42:  Electroforesis  en  gel  de  Agarosa
amplificación  de  un  fragmento  del  control       1% de  los  fragmentos  obtenidos  en  la reacción
de  RT-PCR,  de  las  muestras  de  ARN  de  las
interno  del  kit,  utilizado  para  la  realización  de  la       levaduras transformadas  crecidas  en  medios
con  glucosa.  MX:  Marcador  de  peso  molecular.
RT-PCR.  En  los  carriles  3,  4  y  5  no  se       gai:galactosa. Ckit  control  interno  del  kit  de
observaron  bandas  lo  que  muestra  que  no  se       RTPCR.
produjo  amplificación  de  ningún  fragmento  del  gen,  en  aquellas  muestras  de  levaduras
transformadas  (Ltl  8,  Ltl  9  y  Ltc4)  cuando  estas  fueron  crecidas  en  medios  mínimos  con  glucosa.
Estos  resultados,  ahora  sí  permiten  confirmar  que  las  bandas  conseguidas  anteriormente  fueron
debidas  a  la  expresión  del  gen  cglcclA  de  Coriolopsis  gallica  por  las  levaduras  transformadas.
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3.6.7.  Estudios  de la actividad  Jacasa producida  por  las levaduras  transformadas.
3.6.7.1.  Detección  de  la actividad  lacasa  en  medios  sólidos.
Una  vez obtenidas las  cepas de levaduras  transformadas con  el gen  de lacasa  de Coriolopsis
gallica  y  demostrada su capacidad para  expresar la proteína, se procedió a  detectar esta  actividad
lacasa  en medios sólidos.
La  actividad  lacasa  extracelular  “in  vivo”  o  como  isoenzimas  purificadas  es  determinada
principalmente por ensayos fotométricos usando sustratos fenólicos y monitoreando el producto  de
oxidación  coloreado.  Los ensayos  más usados  son  los  que utilizan  como sustratos los  siguientes
compuestos:  guaiacol (Evans,  1985),  2,6-dimetoxifenol (Prillinger y  Esser,  1975), siringaldazina
(Harkin y  Obst, 1973) o el  sustrato no fenólico 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)
(ABTS) (Childs y Bardsley, 1975).
Kojima  y  colaboradores  (1990) detectaron  la  actividad  lacasa,  del  gen  de Coriolus  hirsutus
expresado  en Saccharomyces  cerevisiae,  en ensayos en placa con agar conteniendo guaiacol como
sustrato de la enzima. Cassland y JSnsson (1999) realizaron  los mismos ensayos para  detectar la
actividad  de  un  gen  que  codificaba para  una  lacasa de  Trametes versicolor, expresado en
Saccharomyces  cerevisiae  peró utilizando como sustrato ABTS,
Para  detectar la actividad lacasa producida de forma heteróloga por Saccharomyces  cerevisiae
en  placa se utilizaron medios mínimos URA  con  galactosa ó  bien glucosa como fuentes de
carbono,  a  las que se adicionó los sustratos ABTS (10 mM) ó 2,6-dimetoxifenol (10 mM). El
sustrato guaiacol también fue utilizado en nuestros estudios, sin embargo, no se obtuvieron buenos
resultados.
La  lacasa posee cuatro átomos de cobre en su centro activo, por ello, fue necesario suplementar
el  medio de cultivo con CuSO4 para que éste llevara la cantidad de cobre necesaria para la correcta
conformación de la proteína (Koj ima y col., 1990; Cassland y Jnsson,  1999).
En  la  figura 43 se muestran los resultados obtenidos con el creiimiento de las levaduras,
transformadas con el gen cglcclA de Coriolopsis gallica, en placas que contenían medios mínimos
suplementados con el  sustrato ABTS (10 mM) y  CuSO4 (0,1 mM). Transcurridos 10 días de
incubación,  a  una  temperatura  de  30  °C, se pudo observar como en  las placas que contenían
galactosa,  como fuente de carbono, aparecía un color verde alrededor de las colonias de levaduras
transformadas  (1,  10, 18 y  20) que  indicó la secreción de la  enzima lacasa al medio de cultivo y
como  consecuencia  de ello  la  oxidación del  sustrato  ABTS  (Fig.  43  A).  En  la  zona  donde  se
inoculó  la levadura transformante control C4 no apareció esta coloración.
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En  las placas se reservó un sector de la
misma  que  no  fue  inoculado,  y  que
correspondía al control abiótico (Cmedio), de
manera que pudiéramos verificar que éste no
cambiaba  de  color  con  el  tiempo  de
incubación.  En  la  figura  43  A  se  puede
apreciar  como en  la  zona donde creció  la
levadura control C4 no se produjo coloración
verde,  sin  embargo  el  medio  perdió
coloración, volviéndose más blanquecino, con
respecto al color que presentaba el  control del medio. En la placa que contenía glucosa, como
fuente  de carbono, no apareció coloración verde en ninguna de las levaduras transformadas (Fig.
43B).  Este resultado era de esperar ya que este azúcar mantiene reprimido al promotor pGAL bajo
el  cual está regulada la producción de proteína.
Figura  44:  Acti1dad  lacasa  de  las  levaduras
transformadas  detectadas en  placas  con  meco
minimo URPT, con galactosa (A) y glucosa (B), 2,6-
dimetodfenol 10 mM y CuSO4 0,1  mM. Tiempo de
incubación: 10 dÍas.
Estos resultados permiten concluir que las levaduras transformadas fueron capaces de procesar,
de  forma correcta, el gen cglccL4  de Coriolopsis  gallica,  en aquellos medios en los, que se indujo
su  expresión.
Figura  43:  Acti’.idad  lacasa de  las  levaduias
transformadas detectadas en placas con medio
minimo  URPT, con  galactosa (A) y  glucosa (a),
ABTS  10  mM  y  CuSO4 0,1  mM.  Tiempo de
incubación: lOdias.
B
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En  la  figura 44 se muestran los resultados obtenidos en la detección visual de la actividad
lacasa  cuando se utilizó  el sustrato 2,6-dimetoxifenol. Al  igual que en las placas con ABTS, la
actividad  de  la proteína heteróloga produjo un
producto de oxidación de color anaranjado que
pudo  verse en la  placa que contenía galactosa
(Fig.  44A)  y  sólo  en aquellos sectores de  la
placa  donde  crecieron  las  levaduras
transformadas (1, 10, 18 y 20). En la zona donde
creció la levadura control C4 no se observó este
color  anaranjado, sin embargo se vio un cambio
del  color en el medio de cultivo, producido por
el  crecimiento de la levadura control, que hacía
que el medio presentara un color más claro.
20 40
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La  placa que contenía medio  mínimo  con glucosa (Fig.  44B), no mostró ese color anaranjado,
producto  de  la  oxidación  del  sustrato, en ninguno  de los  sectores  inoculados  con  las  levaduras
transformadas, debido a la represión del promotor por la glucosa del medio de cultivo.
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3.6.7.2.  Optimización de las condiciones de producción de la actividad lacasa.
Una  vez comprobado  que  la proteína  heteróloga era producida  de forma activa por  la levadura
se  hicieron  modificaciones  en  los  medios  de  cultivo  empleados,  con  objeto  de  optimizar  las
condiciones  de producción  y actividad  de la misma.  En este  estudio se  utilizó, en todos  los casos,
el  sustrato ABTS para  la detección de la actividad de la enzima lacasa.
Modtflcaciones  en  la fuente  de  carbono  del  medio  de  cultivo.
La  ventaja  de construir  un sistema  de expresión  con  un  promotor  inducible  por  galactosa  fue
que  se pudo manejar la expresión de la producción de la proteína heteróloga. Sin embargo, presentó
el  inconveniente  de  que  la  cepa  de  Saccharomyces  cerevisiae  W303-lb  no  creció  bien  en  los
medios  que contenían  galactosa  como fuente de carbono.  Se pensó, entonces,  en añadir otra  fuente
de  carbono,  de  manera complementaria,  al  medio de cultivo que  favoreciera el  crecimiento  de las
levaduras  transformadas.  Se eligió la  manosa, ya que se ha descrito que su presencia en los medios
de  cultivo, facilita la secreción de las proteínas (Goto y col.,  1999), con lo cual al  añadir manosa a
nuestros  medios  en  teoría  conseguiríamos  por  un  lado  favorecer  el  crecimiento  de  las  levaduras
transformadas  y  por  otro  facilitar  la  secreción  al  medio  extracelular  de  la  proteína  producida  de
forma  heteróloga.
Se  comprobaron,  entonces,  las  concentraciones  en  el  medio  de  cultivo  de  uno  y  otro  azúcar
para  las cuales la galactosa  siguiera  induciendo al promotor  y la manosa facilitara  el crecimiento y
la  secreción.  Las  cantidades  ensayadas  de  uno y  otro  azúcar  fueron:  25% galactosa  con  75% de
manosa  simultáneamente,  50%  de  ambos  azúcares  y  75%  de  galactosa  con  25%  de  manosa,
conjuntamente.  En  este  último  caso  se
comprobó  que  la  levadura  podía  crecer
mucho  mejor  y  detectarse  una  actividad  de
la  proteína  considerablemente  superior  a los
casos  donde  se  utilizaba  sólo  la  galactosa
como  única fuente de carbono.
En  la  figura  45  se  aprecian  las
diferencias  en  el  crecimiento  de  las
levaduras  transformadas (1,  10,  18 y 20)  en
el  medio con  galactosa  control (Fig.  45A)  y
el  medio  con  galactosa  (75%)  y  manosa  (25%)  (Fig.  45B)  conjuntamente.  Todas  las  placas
contenían  10 mM de ABTS como sustrato de la enzima  y CuSO4 a una concentración  final  de 0,1
mM.
Figura  45:  Acti’idad  lacasa  de  as  levaduras
transformadas detectada en placas con medio mínimo
URA,  con  galactosa  en  A  y  galactosa/manosa
(75%125%) en 5, ABTS 10 mM, CuSO4 0,1 mM. 5 días
de  incubación.
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Las  levaduras transformadas crecieron mucho mejor  en el  medio que contenía manosa y
galactosa. La actividad lacasa se detectó visualmente mucho antes en estos medios, ya que a los
cinco  días de incubación mostraban ya un color verde intenso que no fue observado hasta los 10
días de incubación en las levaduras transformadas que crecieron en el medio control con galactosa.
Con  esta modificación del medio de cultivo se consiguió, por un lado, mejorar el crecimiento
de  las levaduras transformadas, pero también se facilitó la detección visual de la actividad lacasa,
que pudo deberse a la mayor cantidad de biomasa y/o a la mejor secreción de esta proteína.
Mod(flcaciones  en  la concentración  del  sustrato  (ABTS).
El  compuesto ABTS ha sido muy utilizado como sustrato en la detección de actividad lacasa de
proteínas producidas de forma heteróloga en levaduras como Saccharomyces  cerevisiae  (Cassland
y  Jónsson, 1999) y Pichiapastoris  (Jónsson y col, 1997; Gelo-Pujic y  col, 1999; Otterbein y  col.,
2000). Estos autores en sus ensayos detectaron la actividad lacasa en medios sólidos utilizando el
sustrato ABTS a  una concentración final  de 0,2 mM.  Hasta ahora, nuestros ensayos se habían
realizado a una concentración final de 10 mM de ABTS, con lo que se decidió realizar un estudio
de la actividad lacasa en las levaduras transformadas con esta nueva concentración del sustrato (0,2
mM),  con el fin  de comparar si  se obtendría, de esta manera, una mejor detección visual de la
actividad.
A                  B                        En la figura  46  se  muestran  los
citado    1
2%                         a        resultados btenidos cuando las levaduras
1                   fueroncrecidas n medios mínimos con
una  concentración final  de ABTS  de 0,2
1                        1it              1a        —.
-  fi’        mM. En nuestro caso la detección visual
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de  la  actividad  lacasa  resultó  mejor
Figura  46:  Acti’idad  lacasa  de  las  levaduras  cuando la concentración del  sustrato fue
transformadas detectada en placas con medio mÍnimo
URA,  con  galactosa  en  A  y  galactosahiianosa  de 10 mM (Fig. 45), donde a los 5 dias de
(75%125%)en B, ABTS 0,2 mM, CuSO4 0,1 mM. 5 días  incubación  ya  se  apreciaba  un  intenso
de  incubación.
color    verde    en    las    levaduras
transformadas  (1,  10, 18 y 20).  Sin embargo, en estos medios con 0,2 mlvi  de ABTS  no se observó
cambio,  de color  del sustrato hasta los  lO días de incubación de las levaduras transformadas.
En  estos ensayos se volvió  a observar un mayor crecimiento  de las levaduras transformadas en
los  placas que contenían galactosa y  manosa conjuntamente (75%  y  25%,  respectivamente) (Fig.
46B),  con respecto al crecimiento  de las levaduras en el  medio que contenía galactosa sólo como
fuente  de carbono (Fig.  46A).
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A  la vista de los resultados obtenidos en este ensayo, decidimos proseguir nuestros estudios
utilizando  el sustrato ABTS a una concentración final de 10 mM en el medio de cultivo.
ModWcaciones  en  ¡a concentración  de  CuSO4.
La  enzima lacasa, producida por hongos basidiomicetos, es una enzima de tipo fenoloxidasa
que  posee varios átomos de cobre en su estructura. Para la correcta conformación de la proteína
producida  de  forma  heteróloga, es  necesario que  el  medio  de  cultivo,  de  las  levaduras
transformadas, esté suplementado con cantidades suficientes de cobre. Sin embargo, los medios
mínimos  utilizados para el desarrollo de estas levaduras transformadas no contienen cobre en su
composición.
Estudios en placa realizados por diferentes autores para detectar la actividad enzimática de la
lacasa de Trametes  versicolor  expresada en Saccharomyces  cerevisiae  (Cassland y Jónsson, 1999)
y  Pichia pastoris  (Gelo-Pujic y col., 1999), utilizaron como fuente de cobre el sulfato de cobre, a
una concentración final de 0,1 mM  con la que suplementaban el medio de cultivo de las levaduras
transformadas.
Hasta ahora, en nuestros estudios hemos estado utilizando esta misma fuente de cobre y a la
misma concentración 0,1 mM. Sin embargo, decidimos probar diferentes concentraciones con el fin
de  comprobar  si  afectaba  a  la
actividad  de la enzima. Las distintas
concentraciones de CuSO4 ensayadas
fueron  de  0,1,  0,4  y  0,8  mM.
También  se  ensayó  una  fuente
distinta  de cobre, como es el CuCI2,
obteniéndose el mismo resultado queFigura 47:  Ach’,dad lacasa de las leduras  transformadas
detectadas en placas con medio mínimo URPT, con galactosa,  con el  sulfato de cobre, con lo  que
ABTS 10 mM y diferentes concentraciones de CuSO4 (A:  0,1
mM; B: 0,4 mM; C: 0,8 mM). 8 días de ino.ibadón.            estosr sultados no se muestran.
En  la figura 47 se aprecian las diferencias observadas en la actividad lacasa de las levaduras
transformadas (lO  y  18), tras 8  días de incubación en medios mínimos con ABTS  (10  mM),
galactosa como fuente de carbono, y distintas concentraciones de CuSO4.
El  cambio de color del ABTS, debido a la oxidación del sustrato por la enzima lacasa, fue algo
más intenso en aquellos medios que contenían concentraciones más elevadas de cobre (0,4 y 0,8
mM),  en comparación con la actividad detectada en los medios con 0,1 mM de CuSO4. Apenas se
observaron diferencias en la  actividad entre los medios con 0,4 y  0,8 mM  de CuSO4. En estos
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medios  también se observó una aclaración del medio de cultivo  en el sector de la placa en el que se
había  inoculado  la  levadura transformada  control  C4,  con respecto al  color  del control  del  medio
(C  medio).
Este  mismo  ensayo  se  repitió  variando  la  fuente  de  carbono  del  medio  de  cultivo,
suplementándola  con  manosa, como  se había  hecho anteriormente.  El  porcentaje  de galactosa y
manosa  fue de 75% y 25%,  respectivamente.
La  figura  48  muestra  los
resultados  obtenidos tras  cinco  días
de  incubación,  en  medios
conteniendo  galactosa y  manosa, 10
mM  de  ABTS  y  diferentes
concentraciones  de sulfato  de cobre.
Al  igual  que  se  observaba  en  los
ensayos  anteriores,  la  actividad
lacasa  detectada visualmente  en  las
levaduras  transformadas  (10  y  18)
fue  mucho  más  intensa en  estos medios  con  galactosa y  manosa, que  en aquellos  medios  que
contenían  solamente galactosa, como fuente de carbono. Sin  embargo, a diferencia de los estudios
anteriores  con  galactosa,  no  se  obtuvieron  diferencias  en  la  intensidad  del  color  del  sustrato
oxidado  con respecto a las diferentes  concentraciones de sulfato  de cobre, o  por  lo  menos no se
pudieron  apreciar  esas diferencias por la gran intensidad del color  verde producida por  la actividad
lacasa de las levaduras transformadas.
Como  resumen de los  estudios realizados  para  optimizar
lacasa del  gen cglcclA  de Coriolopsis  gallica,  expresado de
manera heteróloga en la levadura Saccharornyces  cerevisiae,
podemos  concluir  que  los  mejores  resultados  de actividad
lacasa detectada visualmente,  de las levaduras transformadas,
se  obtuvieron  cuando estas fueron crecidas en medio mínimo
URK,  con el  sustrato ABTS  a una concentración final  en el
medio  de 10 mM, y  con una concentración de CuSO4 de 0,4
mM  y  utilizando  galactosa y  manosa conjuntamente  como
fuentes  de  carbono  en  porcentaje  75%  y  25%,
respectivamente.
En  la  figura  49 se muestra la  actividad  lacasa detectada
la  detección  visual  de la  actividad
Figura  49:  Acti’idad  lacasa de  las
levaduras  transformadas detectada
en  placa con medio mínimo URAT
con  galactosa  (75%)  y  manosa
(25%),  ABTS 10  mM y  CuSO4 0,4
mM. 5 días de inciibadón.;1]
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Figura  48:  Actidad  lacasa de las levaduras t-ansforrnadas
detectadas en placas con medio mínimo URPT, con galactosa
y  manosa  (75%/25%),  ABTS  10  mM  y  diferentes
concentradones de CuSO4 (A: 0,1  mM; B: 0,4  mM; C: 0,8
mM). 5 días de inwbadón.
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en  las  levaduras transformadas (10  y  18)  en  las condiciones (de  entre  las ensayadas) de  mejor
crecimiento,  secreción y detección  del producto de oxidación  del sustrato ABTS por la actividad de
la  enzima.  Así  mismo,  se  muestra la  levadura transformada  control  (C4),  en  donde  no se  produjo
ninguna  coloración.
3.6.7.3.  Estudios de la actividad enzimática de la proteína heteróloga en cultivos líquidos.
Una  vez  comprobado  que  las  levaduras  transformadas  con  el  gen  cglcclA  de  Coriolopsis
gallica  eran capaces de expresar y producir  activamente  la proteína heteróloga,  en medios  sólidos,
se realizó un estudio  de la producción de esta lacasa recombinante, en medios líquidos. Para  ello, se
inocularon matraces de 250 ml con 100 ml de medio mínimo URA,  con galactosa como fuente de
carbono y CuSO4 (0,4 mM), con las levaduras transformadas Li O y Li 8 y la levadura control C4 y
se  incubaron en agitación (300 rpm) a  30 °C. En los días siguientes a  la  inoculación se  fueron
haciendo  medidas espectrofotométricas tanto del crecimiento celular  (a una  longitud de  onda 600
nm),  como de la  actividad lacasa utilizando  el sustrato ABTS. En este  último  caso,  las muestras
fueron,  previamente  centrifugadas  durante 15 minutos a  10000 rpm, con el  objeto de eliminar las
células  de levadura que pudieran interferir en la medición de la actividad lacasa. En estos ensayos
no  se detectó actividad lacasa en ninguna de las muestras  analizadas.
Uno  de  los  problemas  planteados  en  la  detección  de  la  actividad  lacasa  en  las  levaduras
transfonnadas  es  la posible  acción  de  las proteasas,  presentes  en  el  medio  de  cultivo,  y  liberadas
por  las levaduras, que pueden degradar la proteína expresada de manera heteróloga (JSnsson y col.,
1997; Glover y col., 1997; Flores y col., 1999; Otterbein y  col.,  2000). De acuerdo  con  esto, se
repitieron estos ensayos utilizando los mismos medios de cultivo, pero se  les añadió un preparado
de  inhibidores de proteasas (Roche) para evitar la acción de las mismas sobre la proteína lacasa.
Por  su parte,  Jnsson  y colaboradores (1997), comprobaron que era muy importante l uso de un
medio  de cultivo tamponado a  pH 6,0 para poder  obtener actividad lacasa en los cultivos líquidos
de  Pichia  pastoris,  transformada  con el gen  que  codifica para  una  lacasa  de  Trametes  versicolor.
Una  de  las posibles explicaciones es  que a  pH’s  más  ácidos  pueden  actuar  proteasas  ácidas
destruyendo la proteína recombinante. Por ello se ajustó el  pH de 1o  medios de cultivo de las
levaduras transformadas utilizando buffer fosfato pH 6,0. En estos ensayos tampoco se detectó
actividad lacasa recombinante en ninguna de las muestras.
Otro de los estudios realizados, en medio líquido, fue  el de incubar  los cultivos de las levaduras
transformantes  a distintas temperaturas (21 °C y 30 °C) ya que se ha comprobado que la producción
de  enzima activa producida por  la expresión heteróloga del gen de lacasa  de Trametes versicolor
en  Saccharomyces cerevisiae, fue dependiente de la temperatura del cultivo (Cassland y Jnsson,
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1999).  En nuestros estudios no se detectó actividad lacasa espectrofotométricamente a  ninguna de
las temperaturas ensayadas.
En  todos los casos ensayados, al hacer la medición espectrofotométrica de la actividad lacasa
con  el sustrato ABTS, se producía una reacción de reducción del ABTS que alteraba la  correcta
cuantificación  de la actividad cnzimática, produciéndose una disminución de la  absorbancia de
forma  gradual, dando valores “negativos” de actividad lacasa. Este mismo efecto de reducción del
sustrato ABTS se había observado en los cultivos, en medio sólido, de las levaduras transformadas
donde se observaba que el medio de cultivo se hacía más claro, incluso blanquecino, en los sectores
de  la placa donde se inoculaban las levaduras control (C4).
Se realizó un ensayo en el que se crecieron las levaduras transformadas en medio mínimo, con
galactosa y sulfato de cobre, y  se incubaron durante 7 días a 30 °C. Transcurrido este tiempo, de
incubación, se centrifugaron los cultivos durante 15 minutos a 10000 rpm y  se filtraron mediante
filtros  Millipore de 0,22 t,  para eliminar cualquier resto celular. Al  caldo enzimático, obtenido de
esta  manera, se le  añadió una solución de  ABTS  (a
concentración final de 10 mlvi). Esta mezcla se incubó a
30  °C,  en agitación (300  rpm),  durante 24  horas, en
oscuridad.  Al  cabo  de  este  tiempo  los  caldos,
procedentes de las levaduras transformadas con el gen de
lacasa de C. gallica (L18 Ay  B) mostraron el color verde
característico  de  la  oxidación  del  sustrato  ABTS,
mientras  que  los  que  pertenecían a  las  levaduras
Figura 50: Ensayo de actividad lacasa  transformadas control, sin el gen de lacasa, (C4 A y  B),
de  las levaduras transformadas con el
gen de lacasa de C. galilea (L18  AyB)  no  presentaban este color  (Fig.  50).  Estos resultados
en  mezclas con caldo enzimático y
ABTS  (10 mM). C4 AyS: levaduras  mostraron  que  en  estos  cultivos  las  levaduras
transfomadas control.  transformadas están expresando y  secretando de forma
activa  la enzima lacasa y que ésta fue capaz de actuar con el sustrato ABTS.
Se decidió, entonces, medir la actividad lacasa de los cultivos de levaduras transformadas con
otro  sustrato de la lacasa diferente, como es el 2,6-dimetoxifenol. Con este sustrato se consiguió
eliminar  el efecto de interferencia observado con el ABTS y por tanto de los valores negativos de
actividad.  Sin embargo, los valores de actividad que se obtuvieron fueron positivos, tanto en las
muestras de cultivo de las levaduras transformadas como en las de las levaduras controles (levadura
C4).
A  partir  de aquí se realizaron diferentes ensayos en los que se concentraron los caldos de
cultivo  de las levaduras transformadas para poder realizar las detecciones de la actividad lacasa. De
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esta  forma se tomó una muestra del caldo procedente de un cultivo de 10 días de la levadura
transformada con el gen de lacasa de C. gallica (Li 8) crecida en medio mínimo con galactosa y
sulfato  de cobre y se concentró 90 veces. Se tomó una alícuota, de 500 j.tl, de este concentrado y se
midió  en el  espectrofotómetro con 500 j.tl del sustrato ABTS. Se  fue  midiendo la actividad lacasa
cada  5 minutos. Se observó que  durante los primeros  15 minutos está actividad resultaba negativa,
dando  valores de absorbancia menores que cero, sin  embargo a  los  20 minutos la absorbancia
empezó a aumentar y a dar valores positivos llegando a un máximo de 0,8 mUA/ml de actividad a
los  35 minutos de lectura. A partir de aquí los valores volvieron a disminuir quizás debido a un
agotamiento  del  sustrato  ABTS  o  a  una  posible  pérdida  de  la  actividad  de  la  enzima. Estos
resultados  muestran la existencia de una actividad enzimática lacasa en los medios de cultivo de las
levaduras  transformadas, si bien la medida de esta actividad usando ABTS, estaría subestimada.
Se  realizó una cinética en medios mínimos con galactosa y  sulfato de cobre utilizando las
levaduras  transformadas Li O y la levadura transformada control C4. Se tomaron muestras de estos
cultivos  a  las  15 y  36  horas  de  incubación,  evitando  así  el  envejecimiento de  los  cultivos y  las
pérdidas  de actividad  lacasa  debido a  las proteasas  producidas por la  lisis celular.  Las muestras
obtenidas  de  estos  caldos  de  cultivo  se  concentraron  10  veces.  A  continuación  se  analizó  la
actividad  lacasa utilizando ABTS, 2,6-dimetoxifenol y siringaldazina, con un tiempo de lectura en
el  espectrofotómetro de 15 minutos. Cuando se midió con el sustrato ABTS el resultado fue como
en  los casos anteriores detectándose valores negativos de absorbancia. Con el  sustrato 2,6-
dimetoxifenol  los valores  fueron  de nuevo positivos en ambos casos, levaduras transformadas y
controles.  Sin  embargo al  medir  estas  muestras  con  el  sustrato  siringaldazina, no  se  producía
ninguna  interferencia en  la  medición  observándose  valores  positivos  de  actividad  lacasa  en  las
levaduras  transformadas  con  el  gen  de  lacasa  de  C.  gallica  (L1O) de  0,055  mUAJml y  0,107
mUA/ml  en  las  horas  15  y  36  de  incubación,  respectivamente  en  tanto  que  los  valores  de
absorbancia de la levadura  control  se  mantuvieron en  cero.  Estos  resultados  mostraron que  la
siringaldazina representa un buen sustrato para futuros ensayos de actividad lacasa de este sistema
de  expresión heteróloga.
Los  valores de  actividad lacasa  detectados  en  los  medios  de  cultivo  de  las  levaduras
traúsformadas resultan similares a los observados en  los  cultivos  de Coriolopsis gallica,  en los
primeros días de incubación. La actividad lacasa de C. gallica en medio Kirk líquido no se detecta
hasta  el día 3 de incubación y tiene valores aproximados de 0,1 mUA/ml, mientras que en las
levaduras transformadas a las 36  horas  de  incubación ya  se  habían alcanzado  estos  valores  de
actividad  lacasa  (0,107 mUAJml). Estos  resultados  nos  lle’an  a  seguir realizando  estudios  para
optimizar  las condiciones de producción de lacasa recombinante en las levaduras transformadas.
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4.  DISCUSIÓN
El  presente trabajo comprende tres etapas fundamentales. En la primera se realizó el análisis de
la  capacidad del hongo basidiomiceto Coriolopsis gallica para crecer y  degradar un efluente
procedente de la industria cervecera, con el objetivo final de aplicar este hongo in vitro en el
tratamiento  de  este  tipo  de  residuos, o  de  otros que  muestren características similares. Se
optimizaron  las condiciones de cultivo para  favorecer la degradación, y  en una segunda  etapa,  se
realizó  un  estudio  de  los  mecanismos  involucrados  en  el  proceso,  con  especial  énfasis  en  la
maquinaria  enzimática  involucrada  en  el  mismo,  y  en  concreto  en  el  aspecto  molecular  de  la
producción  de lacasas. La tercera etapa del trabajo consistió en la puesta  a punto de un sistema para
la  expresión heteróloga de un gen de lacasa de C. gallica considerándolo con vistas a  una posible
aplicación biotecnológica.
•   Si bien a lo largo del trabajo se han ido discutiendo brevemente los resultados, en este apartado
se  pretende analizarlos  y discutirlos  en su  conjunto  y confrontarlos  con  los  obtenidos por  otros
investigadores.
4.1.  Potencial  de  Coriolopsis  gaiicu  para  la degradación  del  efluente  de  la industria  cervecera.
Las  pruebas en placas Petri con medios de  cultivo sólidos suplementados con sustratos
naturales o sintéticos, son ensayos simples, rápidos y  de gran utilidad para valorar, de manera
cualitativa,  la  capacidad  de  los  microorganismos para crecer y  degradar una amplia gama de
compuestos.  Por esta razón  se decidió emplear este  tipo de  ensayos para  iniciar  el  estudio de la
posible  utilización de  C.  gal/ka  en  el  tratamiento  de  un  efluente  derivado  de  la  producción  de
cerveza.
Puesto  que la hipótesis de partida fue que la degradación de este tipo de efluente por el hongo
implicaría  la participación de su sistema ligninolítico, sin descartar  la  contribución  de  otras  enzimas
al  proceso,  el  estudio abordó  en  primer lugar  la  comparación de  la  capacidad  de  crecimiento  y
degradación  del  efluente  por  C.  gallica  con  la  de  otras  dos  especis  de  basidiomicetos:  una
utilizada  como modelo  en  los  estudios  de  degradación  de  la  lignina:  Phanerochaete  chrysosporium
y  otra empleada en  estudios de  degradación de efluentes industriales, en nuestro laboratorio:
Trametes sp. 1-62.
Phanerochaete  chrysosporium  es  el  organismo  que  ha  sido  tomado  como  modelo  en  la
degradación  de  la lignina  por  su  capacidad  para  degradarla  eficientemente  (Buswell  y  Odier,  1987;
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Kirk  y Panel!,  1987; Boominathan y Reddy,  1992; Goid y Alic,  1993; Reddy 1993; Cullen, 1997).
De  su  sistema  enzimático  han  sido  estudiadas,  ampliamente,  dos  de  las  principales  enzimas
ligninolíticas:  la lignina peroxidasa y  la manganeso peroxidasa (Goid y AIic, 1993; Cullen,  1997).
Es  necesario destacar que los hongos basidiomicetos de podredumbre blanca  poseen una compleja
maquinaria  enzimática para llevar a cabo los procesos de degradaión  en la naturaleza (Leonowicz
y  col., 1999).
E!  hongo  basidiomiceto de  podredumbre blanca  Trametes sp.  1-62 se seleccionó  en  nuestro
laboratorio  por su  gran capacidad para  producir lacasas  en diferentes medios de cultivo (Mansur
1996). Posteriormente los estudios a nivel molecular permitieron el clonaje de 4 genes de lacasa en
este  hongo  sujetos  a  regulación  diferencial  de  la  expresión  (Mansur  y  col.,  1997;  1998;  González  y
col.,  2003a  y  b).  Esta  cepa  posee  una  alta  capacidad  de  degradación  de  sustratos  complejos  como
alcaliligninas,  colorantes  poliméricos,  ácidos  húmicos  y melanoidinas  sintéticas  y  se ha  demostrado
su  gran potencial en  el tratamiento de efluentes derivados de la producción de alcohol a  partir de
melazas de caña de azúcar. En las condiciones de máxima degradación se han descrito altos niveles
de  actividad lacasa y no se ha detectado actividad de otro tipo de enzima ligninolítica (González y
col.,  2000; González, 2001).
En  nuestro trabajo, Phanerochaete chrysosporium fue la cepa que tuvo el mayor crecimiento
tanto en los medios control como en los que contenían 20% de efluente. En los medios sin efluente,
creció  mejor en el medio 7 que en el medio Kirk, sin embargo, cuando estos medios contenían
efluente  el  resultado fue de un mejor crecimiento en  el medio Kirk y la  decoloración sólo se
produjo  en  este  último.  Es  bien  conocido  que  la  actividad  ligninolítica  de  Phanerochaete
chrysosporium  se  activa  en  medios  limitados  en  nitrógeno,  durante  la  fase  del  metabolismo
secundario,  (Keyser  y  col.,  1978) por  lo  que  nuestros resultados  resultan  lógicos  si se  tiene  en
cuenta  que  el  contenido de nitrógeno  del medio  Kirk  es  mucho  menor  que  el  del  medio 7.  En
cuanto a Trametes sp. 1-62 su crecimiento fue muy parecido en los dos medios y la decoloración se
produjo  en ambos. Estudios realizados con esta cepa (Mansur y col., 1997;  González, 2001) han
demostrado que puede producir altos niveles de lacasas tanto  en medio 7  como en medio Kirk y
que  esta actividad enzimática es mayor  incluso cuando estos medios sesuplementan  con efluentes
derivados  de la producción de alcohol a partir de mieles de caña de azúcr.
A  diferencia de  los otros dos basidiomicetos, C.  gallica  creció mejor en  los  medios
suplementados  con efluente que en los controles, lo que puede indicar que la adición del efluente
estimuló  el  crecimiento  del  hongo. Los basidiomicetos  son organismos  quimio-organotróficos y
tienen  la  capacidad  de  utilizar  varias  fuentes  orgánicas  de  carbono  para  su metabolismo  (Feli  y col.,
2001).  El  mayor  crecimiento  de  este  hongo  en  los  medios  con  efluente  sugiere  que  los compuestos
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orgánicos  presentes  en  el  mismo  pueden  ser  utilizados  por  el  hongo  para  su  crecimiento  y
desarrollo.
C.  galilea  fue  capaz  de  crecer  tanto  en  medio  7  como  en  medio  Kirk  hasta  una concentración
final  de  efluente  de  80%,  si  bien  a  concentraciones  más  altas  de  efluente  se  fue  observando  una
influencia  negativa  sobre  el  crecimiento  del  hongo.  Esto  puede  sugerir  un  posible  efecto  inhibitorio
de  algunos  compuestos  del  efluente  sobre  el  crecimiento  de  C.  gallica.  Se  observaron,  además,
diferencias según el  medio de cultivo empleado en el ensayo. En todas las concentraciones de
efluente ensayadas el crecimiento de C. gallica fue menor en el medio 7 que en el medio Kirk. Es
posible,  que al  igual que Phanerochaete  chrysosporium,  en  este  hongo se  active el  sistema
ligninolítico en medios con bajo contenido en nitrógeno como es el  medio de Kirk,  de ahí los
mejores  resultados  conseguidos  en  este medio. Calvo  y  colaboradores,  en  1998,  ya  indicaron  que  la
actividad  lacasa en este basidiomiceto  podría  estar  inducida  por  bajos  niveles  de  nitrógeno  y  por  la
presencia de alcohol veratrilico en el medio de cultivo. En el medio Kirk con 80% de efluente pudo
observarse el  aumento del crecimiento del hongo cuando se añadió además alcohol veratrílico.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio con Trametes sp. 1-62 han sugerido que este
compuesto puede utilizarse como fuente de carbono favoreciendo el crecimiento del hongo en los
medios a los que es adicionado (Mansur y col., 1997; González, 2001).
Relacionado con la decoloración del efluente, en los medios con 20% del mismo  se  produjeron
halos  de decoloración en todos los medios desde los primeros días de incubación. Sin embargo a
concentraciones más elevadas ésta sólo se produjo en el medio Kirk, y de forma más tardía según
se  aumentaba la cantidad de efluente en el medio de cultivo. En los medios con 60 y 80% de
efluente  pudo observarse una influencia del alcohol veratrílico sobre la  decoloración. Esta  fue
mayor  cuando  este compuesto estaba presente, de hecho en  los  medios con 80% de  efluente  la
decoloración sólo tuvo lugar cuando el  medio Kirk se suplementó con alcohol veratrílico. El
alcohol veratrílico es uno de los compuestos aromáticos cuyo papel respecto a la producción de las
lacasas  ha sido controvertido. Éste es un metabolito secundario que se sintetiza de novo, y  es
secretado por diferentes hongos de podredumbre blanca (Barbosa y col., 1996). Su capacidad de
inducción varía según el  organismo  estudiado:  se  ha  descrito  el  aumento  de  la  actividad  lacasa,
atribuido  a  la presencia  de  este compuesto,  en  cultivos  de  basidiomiceto  como  Trametes versicolor
(Sandhu  y  Arora,  1984),  Nematoloma  frogardii  (Hofrichter  y  Fritsche,  1997),  Trametes  sp.  1-62
(Mansur  y col.,  1997;  González, 2001),  en  la  cepa  de  hongo  no  clasificada  i63—2 (Scheel  y  coL,
2000)  y  en  10  especies de  Trametoides  estudiados  en  nuestro  laboratorio  (Arana-Cuenca  y  col.,
2004). Sin embargo, otros autores no han encontrado inducción de la actividad lacasa al añadir este
compuesto a  cultivos de  especies como Lentinula  edodes  (Zhao y  Kwan, 1999) y  Pleurotus
oslreatus  (Palmieri y  col.,  2000).  Estudios realizados por Calvo y  colaboradores (1998) han
121
Discusión
demostrado  la  influencia  de  este  compuesto  sobre  la  actividad  lacasa  en  cultivos  líquidos  de  C.
gallica.  En nuestros  estudios,  en  medio  sólido,  no  podemos  hablar  de  una  influencia  del  alcohol
veratrílico  sobre  niveles  de  actividad  lacasa.  Lo  que  si  se  observa  es  un  mayor  crecimiento  y
decoloración en presencia de este compuesto, en altas concentraciones de efluente. El aumento del
crecimiento se puede deber, en alguna medida, a la utilización del alcohol veratrílico como fuente
de  carbono alternativa, aunque no hay que descartar una posible inducción de la actividad lacasa
que  genere una detoxificación de los compuestos fenólicos presentes en el efluente y por tanto un
mayor  crecimiento  y  decoloración;  ni  la  participación  de  otros  mecanismos  que  conduzcan  a
disminuir  la presencia  de compuestos  tóxicos  en  el medio  de  cultivo.
Para  caracterizar cualitativamente l sistema ligninolítico de C. gallica  con el fin de inferir su
posible participación en el proceso de degradación del efluente se realizó un estudio con el uso de
los  colorantes de  tipo antrona Poly R-478 y  Azul  de  Ramazol. El  análisis de  la  actividad
ligninolítica  de  los  microorganismos  con  colorantes  poliméricos  es  relativamente  reciente.  En
1983, Glenn y Goid sugirieron por primera vez que  los colorantes  poliméricos  podían  aplicarse  a  la
selección de cepas o especies con actividad ligninolítica particularmente fuerte. En nuestro estudio,
el  uso de  estos colorantes, permitió constatar que C. gallica tiene una capacidad similar de
crecimiento y decoloración del colorante Azul de Ramazol y del efluente de la industria cervecera.
Sin embargo, su comportamiento frente al colorante Poly R-478 fue muy distinto. Se observó un
crecimiento del hongo inferior, en presencia de este colorante, y una decoloración mucho más
tardía  del  mismo.  La  decoloración  del Poly R-478  ha  sido relacionada fundamentalmente  con la
presencia  de  peroxidasas extracelulares  (Goid y col., 1988); aunque  se ha planteado también que
puede ser causada por enzimas del tipo fenoloxidasas (Falcón y col.,  1995; Barbosa y col., 1996).
Hasta  la fecha, en este hongo no se ha detectado actividad lignina peroxidasa y  ni manganeso
peroxidasa, pero si está totalmente demostrada la presencia de lacasas (Calvo, 1995; Calvo, 1998;
Zapico 1999, Carbajo y col., 2002).
El  Azul de Ramazol ha sido descrito como sustrato de fenoloxidasas (Bourbonnais y Paice,
1990; Zapico 1999) y de peroxidasas (Chahal y col., 1995). Algunos autores apoyan el criterio de
que  este compuesto podría tener mayor validez en la selección de microorganismos ligninolíticos
que  otros colorantes poliméricos como el Poly R-478, ya que la correlación entre la decoloración y
la  capacidad de  degradación  de  la  lignina  es  mayor  con  el  Azul  de  Ramazol  (Pasti  y  Crawford,
1991).
Zapico, en 1999, demostró que el Azul de Ramazol producía un efecto sobre la actividad lacasa
de  C. gallica semejante a la inducción producida por efluentes de la industria papelera, y sugirió
que  esta enzima era la responsable de la decoloración de este sustrato, pues el aumento de los
niveles  de  transcritos  del  gen  de  lacasa  cglccl  de  lacasa  de  este  hongo  coincidió  con  el  cambio  de
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coloración del Azul de Ramazol. Estos datos podrían explicar la decoloración temprana de este
colorante, mientras que en medios con Poly R-478 tanto el crecimiento como la decoloración se
produjeron  más tardíamente y con menor intensidad.
En  los diferentes estudios realizados en medios ólidos con 20% de efluente y con el colorante
Azul  de Ramazol, en medio Kirk con distintas fuentes de carbono, pudo observarse un mayor
crecimiento de C. gallica en los medios con efluente, con respecto a los medios con el colorante.
Esto  respalda nuestra hipótesis  de  quç el  hongo puede estar utilizando los compuestos orgánicos
presentes  en  el  efluente para  utilizarlos como  fuente de carbono y  energía en su  desarrollo. Con
respecto  a  las diferentes fuentes  de carbono ensayadas el crecimiento  fue  muy similar en glucosa,
fructosa  y manosa, sin embargo, disminuyó bastante  en los medios que contenían sorbosa, quizás
debido  a que  posiblemente esta  fuente de carbono sea poco metabolizable por C. gallica. Zapico,
en  1999, realizó un estudio comparativo del consumo de glucosa y sorbosa por este mismo hongo,
en  cultivos líquidos, mediante cromatografia de gases y demostró que la sorbosa era muy poco
metabolizada  por el hongo. La sorbosa, en general, no puede ser utilizada como fuente de carbono
por  la mayoría de los microorganismos, sin  embargo, pequeñas cantidades de este azúcar  pueden
ser  metabolizadas (Moore, 1981).
La  decoloración fue muy similar en los medios con efluente respectó á los medios con el
colorante  Azul de Ramazol.  Un caso  especial fueron  aquellos medios que  contenían sorbosa. En
ellos,  aun  siendo  el  desarrollo  del  hongo  bastante  más  lento,  que  en  los  otros  medios,  la
decoloración  comenzó el mismo día y al final  del período de incubación se obtuvieron los mismos
resultados  de decoloración total  de la  placa de cultivo, que en  el resto  de los medios. Es decir, si
relacionamos  cantidad de biomasa con halos de decoloración producidos, en sorbosa se observaron
los  mejores resultados de decoloración. Diferentes estudios realizados con C. gallica, han mostrado
que  la decoloración de diferentes efluentes industriales está afectada por el tipo de  fuente  de
carbono  presente en los medios  de cultivo (Calvo,  1995; Zapico, 1999). Además, se ha observado
que  la presencia de sorbosa  influye sobre  los niveles  de actividad lacasa  detectados, aumentando
sus  valores con respecto a  los controles (Zapico,  1999). Estos resultados indican que puede existir
una  posible implicación de la lacasa en la degradación del efluente, lo que supondría para el hongo
el  poder obtener otras fuentes de carbono y energía para su desarrollo.
Todos  estos estudios en medio sólido permitieron en gran medida optimizar las condiciones de
cultivo  para  obtener un  mayor  crecimiento del hongo y  una  mejor decoloración del efluente. Sin
embargo,  estas  pruebas tienen  sus  limitaciones al  compararlas con  las que se  realizan en medios
líquidos.  En los cultivos en medios sólidos se afecta la transferencia de oxígeno, que sólo ocurre en
la  superficie  del  medio  por  lo  que  no  se  producen  las  condiciones óptimas  para  la  acción  de
enzimas  oxidativas, tales como la lacasa (Glenn y Goid, 1983). Por otra parte, existen problemas de
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disponibilidad  de nutrientes debido a que no todos los elementos del medio están completamente a
disposición  del  microorganismo.  En  los  medios  líquidos  con  agitación,  los  procesos  de
decoloración  son más eficientes que en los medios sólidos, debido a que la transferencia de oxígeno
es  más  efectiva al aumentar  la superficie de transferencia entre  la biomasa y  el medio (Swamy y
Ramsay,  1999). La  mayor  eficiencia  de  la  decoloración  en  los  cultivos  líquidos  con  agitación
también  se  ha atribuido al  estado fisiológico  del hongo, es  decir,  en agitación el  hongo tiende a
formar  agregados  de micelio  (“pellets”)  que  facilitan  la  transferencia  de  oxígeno con  el  medio
(Morgan  y  col.,  1991).  La  biodegradación  de  colorantes  y  efluentes  con  basidiomicetos  de
podredumbre  blanca ha  sido atribuida a la actividad enzimática oxidativa extracelular que se ve
incrementada  si a los medios se les proporciona oxígeno (Field y col.,  1993; Pahl y Baeurle, 1994).
Los  medios sólidos limitan la transferencia de oxigeno a través del medio y como consecuencia de
esto,  hay  escasez de oxígeno lo que  aparentemente inhibe la  actividad de las enzimas  oxidativas
(Glenn  y Gold, 1983). Algunos autores han utilizado espuma de poliuretano de diferente porosidad
para  resolver  el problema de la transferencia de oxígeno en medios de cultivo líquido en estático
para  evaluar  la  influencia  del  oxígeno  en  la  producción  de  enzimas  extracelulares  de  hongos
(Dosoretz  y col., 1990, 1993; Rothschild y col., 1999).
Todo  esto explicaría nuestros mejores resultados de decoloración en medios líquidos que en los
sólidos.  Así, en el medio 7 sólido, C. gallica  sólo fue  capaz de producir halos de decoloración a una
concentración  de 20% de efluente, mientras que cuando se realizó el tratamiento de este efluente en
medios  líquidos, se consiguieron buenos resultados de decoloración y  disminución de la  DQO en
las tres concentraciones nsayadas (20, 40 y 60% de efluente). Además, el proceso de decoloración
fue  más tardío en estos medios sólidos, ya que la decoloración en medio 7 sólido con 20% de
efluente  comenzó  a  partir  del cuarto  día de  incubación mientras  que  en cultivo  líquido, en este
mismo  día ya se habían obtenido valores de casi el 40% de decoloración del efluente.
Hasta la fecha no existe ningún trabajo realizado sobre el tratamiento de este tipo de efluentes
de  la industria cervecera con hongos de podredumbre blanca, ni con sus enzimas ligninolíticas, a
los que poder hacer referencia, pero sí existen numerosos estudios obre el tratamiento de efluentes
de  otro tipo  de industrias (Pointing, 2001),  como los  derivados de la  industria de la  molienda y
extracción  del aceite de oliva (0MW)  (ver apartado: las lacasas y sus aplicaciones biotecnológicas
de  la  Introducción)  que  poseen  características  parecidas a  este  tipo  de  efluentes, al  ser  ambos
derivados  de materias primas vegetales y con alto contenido de fenoles. Los efluentes 0MW  están
formadas  fundamentalmente por  agua  (83-92%),  materia orgánica  (4-16%) y  minerales  (1-2%).
Alrededor del 10% de la materia orgánica son compuestos fenólicos, principalmente polímeros de
alto peso molecular como taninos, antocianinas y catequinas (Hamdi y col., 1991) que poseen una
estructura  similar  a  la  lignina  (Ramos-Cormenzana,  1986). Estos  compuestos fenólicos  son los
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responsables del color oscuro y de sus características fitotóxicas y antimicrobianas (principalmente
antibacterianas) (Martínez y col., 1986; Peredes y col.,  1986; Capasso y col.,  1992; Pérez y  col.,
1992; Ramos-Cormenzana y col.,  1996).
El  tratamiento  biológico de  los  efluentes 0MW  mediante  digestión anaeróbica ha  sido muy
investigada  por  diferentes autores (Fiestas y  col.,  1982; Rozzi y col.,  1989; Martín y col.,  1991),
varios  de  los  cuales  han  descrito  que  los  efectos  inhibitorios sobre  las bacterias  metanogénicas
causados  por  las altas concentraciones de los compuestos aromáticos presentes en estos efluentes,
dificultan  este  sistema  de  depuración  (Boari  y  col.,  1984).  El  problema  ha  sido  solucionado
parcialmente  diluyendo los efluentes, además de que se ha demostrado que un tratamiento aerobio
previo  con Aspergillus niger (Borja y col.,  1995) o con Geotrichum candidum mejora el proceso de
la  digestión anaerobia, debido a la disminución de los inhibidores fenólicos (Borja y col.,  1992). En
este  contexto, la utilización de hongos con una  eficacia ligninolítica probada y,  por  lo tanto, con
una  alta  capacidad  de  degradar  compuestos  relacionados  con  la  lignina  como  los  polifenoles,
representa  una perspectiva prometedora en el tratamientos de los residuos procedentes de este tipo
de  industrias  que  utilizan  materias  primas  vegetales  en  sus  procesos  (Archibald  y  col.,  1990;
Bergbauer  y col., 1991; Sayadi y Ellouz, 1992).
Un  paso  importante  en  la  degradaciÓn de  los  efluentes  0MW  es  la  ruptura  de  polímeros
fenólicos  coloreados (decoloración) a monómeros que pueden ser consecutivamente mineralizados
(Sayadi  y  Ellouz,  1992;  Vinciguerra  y  col.,  1995).  La  decoloración  por  Phanerochaete
chrysosporium,  de estos efluentes, fue  primeramente reportada por Pérez y colaboradores, en 1987.
En  los últimos años, el estudio de la decoloración de 0MW por diferentes hongos de podredumbre
blanca se ha intensificado (Sayadi y Ellouz, 1992; Vinciguerra y col., 1995; Martirani y col., 1996;
Pérez  y col., 1998; Robles y col., 2000; Iconomou y  col., 2000; Kissi y  col., 2001;  Dias y  col.,
2004). Se ha mostrado que hay una correlación importante entre la decoloración de este efluente
0MW  y  la reducción del  carbono orgánico total y  de los compuestos fenólicos (Boominathan y
col.,  1993; Morrison y Mulder,  1994; Sayadi y Ellouz, 1995; Vinciguerray  col., 1995).
En  nuestro trabajo se observó que los tratamientos con C. gallica dan lugar a una disminución
importante tanto de las unidades de color del efluente como de su demanda química de oxígeno. En
el  medio 7 líquido se obtuvo una decoloración del efluente  de  alrededor  del  50%,  en  las  tres
concentraciones  ensayadas y  la  disminución de  la  DQO  fue  de  alrededor del 65%. A su vez,  se
observaron  importantes  disminuciones  de  las  fracciones  polifenólicas  obtenidas  mediante  la
precipitación con ácido, de las muestras tomadas en diferentes días de tratamiento, que fueron del
90% en concentraciones de efluente de 20% y 40% y una disminución del 60% en los medios con
60%  de efluente. Estos valores tan altos de disminución de las fracciones polifenólicas fueron
acompañados de valores de decoloración de tan sólo un 50%, que podría explicarse por la posible
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capacidad de C. gallica para degradar los compuestos poliméricos fenólicos a compuestos de más
bajo peso molecular, lo que no necesariamente debe corresponderse con una disminución del color.
Estudios realizados en el tratamiento de efluentes 0MW con Lentinus edodes inmovilizado sobre
poliuretano  (D’Annibale y col.,  1998) han mostrado una reducción del color y de los  compuestos
aromáticos  de naturaleza fenólica combinada con cambios en la distribución del tamaño molecular
de  la  fracción  polimérica  soluble  en  agua.  Esta  despolimerización  de  la  fracción  de  alto  peso
molecular  fue  observada en el segundo y tercer ciclo de tratamiento,  donde ocurrió la producción
simultánea de lacasa y manganeso peroxidasa y, sin embargo, no se  produjo un  alto  grado  de
decoloración del efluente, lo que indicaba que el metabolismo degradativo de estos compuestos no
estaba  combinado  con  la  disminución  del  color  del efluente. Jaouani y colaboradores (2003)
estudiaron  la decoloración de efluentes 0MW  con Coriolopsis polyzona en medios con  50 g/L de
DQO  y observaron una  decoloración  del 75%,  después  de 20  días  de  incubación, asociada a  la
degradación  de  compuestos  aromáticos  de  bajo  y  alto  peso  molecular,  indicando una  posible
despolimerización  de la fracción pesada  de los polifenoles y una  degradación de los compuestos de
bajo peso molecular.
Nuestras  hipótesis respecto a la degradación del efluente por C. gallica resultan respaldadas por
el  análisis de los resultados de este proceso mediante Pi-CG-EM, donde, en general, se  observaron
cambios  en las muestras  tratadas con C. gallica  respecto a  los  controles.  Entre estos  cambios se
encontraron,  por un lado, la disminución de las áreas relativas de algunos productos de pirólisis que
podría estar asociada con una degradación de los compuestos polifenólicos del efluente, por acción
del  hongo. Por otro lado, se observó el incremento en las cantidades relativas de otros compuestos,
posiblemente  asociado al aumento  de proteínas en los medios de cultivo y a las modificaciones en
la  estructura de los taninos presentes en el efluente.
En los ensayos realizados con medio Kirk con diferentes concentraciones de glucosa sin fuente
de  carbono  y  con  sorbosa,  pudo  observarse  como  C.  gallica  produjo mejores resultados de
decoloración  en  aquellos casos  en los  que este  hongo  se cultivó  en condiciones desfavorables o
estresantes  para  su  crecimiento.  Así,  en  los  medios  sin  fuente  de  carbono  o  con  sorbosa
(carbohidrato  poco metabolizable) los porcentajes de decoloración alcanzados en el último día de
tratamiento  fueron del 96% y 98%, respectivamente. Los niveles de actividad lacasa en estos casos
fueron  muy superiores a  los detectados en los controles, corroborándose el posible efecto inductor
del  efluente sobre la actividad de la enzima y un posible mecanismo de regulación de la actividad
enzimática  mediado  por la  fuente de carbono.  Estudios realizados por Zapico  en  1999 indicaron
que  en el basidiomiceto C. gallica la expresión de lacasas podrían estar asociada a condiciones de
estrés  y constituir un mecanismo compensatorio ante la carencia de nutrientes en el entorno.
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En  el presente trabajo, el aumento de los niveles de actividad lacasa se detectó en los primeros
días de crecimiento del hongo en presencia del efluente, lo que sugiere que esta enzima se produce
durante la fase del metabolismo primario. Estos mismos resultados han sido descritos por diversos
autores  en el tratamiento de efluentes 0MW  e indican que los hongos de podredumbre blanca
aumentan la producción de las lacasas implicadas en la desintoxicación del medio de cultivo para
favorecer el crecimiento microbiano (Tomati y col.,  1991; Tsioulpas y col., 2002). Con respecto a
las  posibilidades de futuras aplicaciones biotecnológicas, esta  característica representa una ventaja
para  la utilización de reactores continuos en los cuales las reacciones biológicas estarían asociadas
al  metabolismo primario del crecimiento del hongo, con  lo cual serían sistemas más productivos
que aquellos que se producen en el metabolismo secundario.
Hay  que destacar que en ninguno  de los cultivos realizados en medios con  efluente se observó
color  asociado al  micelio. Por esta  razón la  decoloración puede atribuirse a la  acción degradativa
del  hongo sobre los compuestos coloreados, y no a una simple adsorción de los mismos.
Tanto los resultados de la decoloración en medios sólidos, incluso a concentraciones elevadas
del  efluente como los altos porcentajes de decoloración, cercanos al  100%, en medios líquidos en
tan  sólo 15 días de tratamiento con  el hongo, ponen de manifiesto la alta  capacidad de C.  gallica
para  degradar este efluente derivado de la industria cervecera y que este hongo se revela como una
buena  alternativa dentro del grupo de los basidiomicetos con perspectivas para futuras aplicaciones
biotecnológicas.
4.2.  Posible  efecto  inhibitorio  de  los  componentes  fenólicos  del  efluente  sobre  el  crecimiento
de  C. gallica.
Son  bien conocidos los efectos tóxicos de los compuestos fenólicos de tipo tanino sobre el
crecimiento de muchos microorganismos (Scalbert, 1991; Reed,  1995; Chung y col., 1998; Zhao y
Kwan,  1999; Latte  y  Kolodziej,  2000).  Estudios  realizados  con  diversos  efluentes  industriales,
como  los  derivados  de  la  extracción  de  aceite  de  oliva,  han  demostrado  que  contienen  altas
concentraciones  de compuestos fenólicos, principalmente polifenoles y taninos, responsables de las
características de fitotoxidad y  de  la  capacidad de  inhibición del crecimiento microbiano que
presentan este tipo de efluentes (Martínez y col., 1986; Peredes y col., 1986; Capasso y col., 1992;
Borja  y col., 1992; Pérez y col., 1992; Ramos-Cormenzana y col., 1996; Kissi y col., 2001). El
efluente utilizado en este estudio presenta un elevado contenido polifenólico (1,5 gíL) representado
fundamentalmente  por taninos (1,08 gfL).
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Una  primera aproximación hacia la  posible  inhibición del  crecimiento  de  C. gallica  por  los
componentes  fenólicos del efluente, nos la dio el que este hongo no fue  capaz de crecer en medios
de  cultivo con  100% de efluente.
En  estudios realizados en medio 7 líquido, con distintas concentraciones de efluente, se observó
como el crecimiento de C. gallica, medido como peso seco micelial, se veía afectado cuando el
medio  contenía una  concentración elevada  de efluente  (60%)(V3). Los valores  de peso  seco  del
micelio,  en el  día 6  de cultivo fueron bastantes más bajos que  los obtenidos  en las muestras  que
contenían  20% (Vi) y 40% (Y2) de efluente. Sin embargo, los resultados de la segunda semana de
tratamiento  indicaron como el hongo, una  vez superada esta supuesta fase de adaptación al medio,
entró  en una fase de crecimiento exponencial llegando incluso a obtenerse valores de peso seco del
micelio superiores a los encontrados en las muestras que contenían concentraciones de efluente
más  bajas. Los basidiomicetos son organismos quimio-organotróficos y tienen la capacidad de
utilizar  varias fuentes orgánicas de carbono para  su metabolismo (Fell y col., 2001), con  lo que el
aumento  de biomasa obtenido en las muestras V3 con la más alta concentración de efluente (60%),
en  la  última  semana  de  biotratamiento  con  el  hongo,  sugieren  que  los  compuestos  orgánicos
presentes  en este efluente, fueron utilizados por el hongo para su crecimiento.
Además, pudo observarse una relación aparente entre este retraso en el crecimiento del hongo
en  las muestras y3 (60% efluente) y los resultados obtenidos de decoloración y reducción de DQO.
La  decoloración y la reducción  de DQO apenas  se  produjeron en  la primera  semana de cultivo,
encontrándose  un aumento  de  las unidades  de color  de los  medios de incubación. En la  segunda
semana  de incubación, los procesos de decoloración y de reducción de la DQO alcanzaron una alta
eficiencia,  como indicaron los resultados logrados desde el día 6 al día 12 del tratamiento en la
muestra V3.
El  aumento  del color del medio pudo  ser debido  a  la producción de pigmentos por  el hongo,
como ha sido reportado por Bergbauer y Eggert (1993) en algunos hongos de podredumbre blanca
como  Trametes versicolor. Sin embargo, un incremento de color debido a la actividad lacasa no
debe  ser  descartado bajo  estas  condiciones experimentales. BoIla  y  colaboradores (1988)
observaron la adaptación del hongo a los compuestos fenólicos tóxicos por medio de la actividad
de  una lacasa que era capaz de mediar la detoxificación de compuestos fenólicos contaminantes,
catabolizando su polimerización para formar fenoles que resultaban de menor toxicidad para las
células.
En  estudios realizados por Mansur y  colaboradores (1997) se sugirió que el  basidiomiceto
Trametes  sp. 1-62 podía producir actividad lacasa como una respuesta adaptativa, desarrollada por
el  hongo, para oxidar los compuestos presentes en vinazas de destilería y  disminuir su  efecto
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tóxico. Carbajo y colaboradores, en 2002, observaron que en cultivos de C. gallica en presencia de
ácido tánico, se producía un aumento en las unidades de color del medio, que coincidió con la
producción de  la  actividad lacasa, lo  que sugirió el  papel propuesto de  las  lacasas en  la
detoxificación  de  compuestos fenólicos  mediante reacciones  de  polimerización (Thurston  1994;
Collins  y  Dobson,  1997;  Soden  y  Dobson, .2001).  Además,  que  este  aumento  de  color  fuera
desapareciendo  con el tiempo de incubación, paralelamente a  la detección de valores crecientes de
actividad  lacasa, apuntó hacia la implicación de las lacasas en la degradación de estos compuestos,
sin desatender la posible participación de otras enzimas.
Estudios  realizados con el basidiomiceto Euc-1  (Dias  y col., 2004) en medios  conteniendo  20%
de  efluente 0MW  mostraron como este hongo mostraba una fase de adaptación, coincidiendo con
un  retraso en la producción de lacasa, en comparación con los cultivos crecidos en el medio líquido
definido  (controles).  Sin  embargo,  al  final  del  período  de  incubación  en  el  medio  con  estos
efluentes,  se  observó  que  la  biomasa  casi se  había  duplicado y  que  la  actividad lacasa  había
aumentado  aproximadamentó seis veces. El aumento en la producción de la biomasa sugirió que los
compuestos  orgánicos de estos efluentes fueron utilizados como fuentes de carbono y energía por el
hongo.  Sin embargo, el aumento observado de la actividad lacasa en presencia del efluente podría
ser  explicado como una respuesta  fisiológica del hongo para  superar los efectos tóxicos de algunos
compuestos  presentes  en  el  efluente  (Thurston,, 1994),  o  bien  por  un  supuesto  fenómeno  de
inducción, tal como ocurre cuando se utilizan compuestos como la xilidina o el ácido ferúlico para
inducir  estas enzimas (Pórez y col., 1998; Soden y Dobson, 2001). Otros autores, sin embargo, en
estudios con este tipo de efluentes, han  mostrado como algunos de los productos de la reacción de
oxidación  producida  por  la  lacasa yio el resto de  los  compuestos  fenólicos de  esta  degradación
resultaban  ser más toxicos para los hongos que los componentes del efluente originales (Martirani y
col.,  1996; Iconomou y col., 2000; Tsioulpas y col., 2002).
Nuestra  hipótesis es que  la alta proporción de polifenoles presente en la muestra Y3, pudo ser
tóxica  para  C.  gallica, inhibiendo su crecimiento normal durante los seis primeros días de cultivo.
La  Jacasa  fúngica  pudo  ser  secretada  gradualmente  al  medio  extracelular  detoxificando  estos
compuestos  aparentemente  por  medio  de  la  polimerización  de  lós  mismos.  Esto  está  en
concordancia  con el incremento en las unidades  de color observado duante  la primera semana de
tratamiento,  con el aumento en los valores gravimétricos de la fracción polifenólica precipitada con
ácido  y con  las muchas publicaciones que sostienen un efecto  detoxificante de las fenoloxidasas,
vía  polimerización  de  fenoles  (Bollag  y  col.,  1988;  Scalbert,  1991;  Thurston,  1994;  Soden  y
Dobson,  2001).
En  nuestros cultivos en medio 7 con efluente no se pudo realizar  la medida de actividad lacasa,
sin  embargo, en estudios realizados por Calvo y colaboradores (1998), encontraron altos niveles de
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actividad  lacasa  en  cultivos  de  C. gallica  en  medio  7  con  efluente procedente  de  la  industria
papelera.  Además, esta  hipótesis, del efecto detoxificador del efluente por medio de  la acción de
lacasas,  puede  ser  respaldada  por  los  resultados  obtenidos  en  medio  de  Kirk  cuando  es
suplementado con 40% de efluente (y/y)  en donde la producción de la actividad lacasa fue 20 veces
superior a la actividad presente en los medios sin efluente. Al igual ocurrió en los cultivos en medio
Kirk  con sorbosa y 40% de efluente donde los valores de actividad lacasa detectados fueron unas
50  veces superiores a los observados en el medio control. En ambos casos, pudo observarse como
la  máxima decoloración coincidió  con los  máximos valores de actividad lacasa,  observándose un
oscurecimiento  del medio los primeros días de la cinética y al final del tratamiento el crecimiento
del  hongo  fue mayor, formando  agregados  de micelio  más  grandes con  respecto  a  los  medios
controles.
4.3.  Importancia  de  la  actividad  lacasa  en  el  tratamiento  del  efluente  de  la  industria
cervecera.
En  los diferentes ensayos realizados en medios líquidos,  además de la actividad lacasa fueron
ensayadas  espectrofotométricamente  las  actividades  de  las  enzimas  ligninolíticas,  lignina
peroxidasa  y  manganeso peroxidasa en las muestras de los  medios de cultivo. En ninguno de los
cultivos  realizados  se  detectó actividad de ninguna  de estas  enzimas, aunque por  ello,  no puede
descartarse el papel de estas enzimas en la decoloración del efluente, pues debe tenerse en cuenta
que  para realizar las mediciones de su actividad en presencia del mismo, fue necesario realizar
diluciones del medio de cultivo, debido a  la  fuerte  interferencia  del  color  del  efluente  en  las
mediciones espectrofotométricas.
El  efluente objeto de  este  estudio, como  se ha  visto  en  el apartado  3.1.  de Resultados,  esta
formado  fundamentalmente por  compuestos polifenólicos de  tipo  tanino.  La  enzima  tanasa,
(EC  3.1.1.20), cataliza  la  esterificación de ácido tánico a  ácido gálico y  glucosa y  muchos
microorganismos, especialmente hongos, han sido descritos como productores de esta  enzima  en
ambas formas, ligada a membrana y extracelular (Bradoo y col.,  1996). Los resultados obtenidos en
el  estudio realizado para comprobar la producción de tanasa por C. gal/ca  sugieren que este hongo
probablemente  no produzca este tipo de enzima con  lo cual la degradación de los componentes del
efluente  no puede ser atribuida a  esta actividad, al  menos en las condiciones de ensayo estudiadas
en  el presente trabajo.
En  un  estudio, realizado en nuestro laboratorio, con cultivos de C. gallica en presencia de ácido
tánico,  se  analizaron  espectrofotométricamente las  actividades de  enzimas  ligninolíticas de tipo
peroxidasa,  tiroxinasa y lacasa. En ninguno de los casos ensayados se  detectaron estas actividades
enzimáticas  salvo  la  lacasa,  que fue fuertemente inducida por este compuesto (Carbajo, 2001).
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•  Estas  actividades peroxidasas han sido también evaluadas en distintos estudios en presencia de
efluentes de la  industria papelera (Calvo y col.,  1998) y  con diferentes condiciones de cultivo
(Zapico,  1999) sin ser detectadas hasta el momento en este hongo.
Estudios realizados por diferentes autores sobre la degradación de efluentes derivados de la
industria del aceite de oliva concluyen que existen varias líneas de evidencia que sugieren que la
lacasa  está involucrada en la biotransformación de estos efluentes. Primeramente, el incremento de
la  actividad lacasa en cultivos que contienen estos efluentes ha sido reportado por diversos autores
en  hongos  de podredumbre blanca,  como Lentinus  edodes  (Vinciguerra y  col.,  1995), Pleurotus
ostreatus  (Martirani y col.,  1996), Pleurotus  spp. (Tsioulpas y col., 2002), Phanerochaete  flavido-.
alba (Pérez y col., 1998; Ruiz y col., 2002) y basidiomiceto Euc-  1 (Dias y col., 2004), entre otros.
En  segundo lugar, la incubación de estos efluentes con lacasa de diversos basidiomicetos resulta en
una  reducción del contenido de fenoles presentes en el efluente (Martirani y col., 1996; D’Annibale
y  col.,  2000;  Tsioulpas y  col.,  2002).  Y  en  tercer  lugar,  Phanerochaete chrysosporium ha
presentado  una gran eficiencia para decolorar este tipo de etluente, aunque hasta la fecha no ha sido
reportada  actividad  lacasa  en  este  hongo  salvo  en  un  contradictorio  trabajo  de  Srinivasan  y
colaboradores  (1995)  y  por  tanto  en  los  estudios  previos  no  se  habían  centrado  en  el  papel
desempeñado  por la  lacasa. Por lo que  se  confirma que estos efluentes tienen  influencia sobre la
producción  de las enzimas ligninolíticas de los hongos basidiomicetos, y que la lacasa de muchos
de  ellos es fuertemente inducida en estos cultivos.
En  todos nuestros resultados se ha observado un aumento significativo de la actividad lacasa en
los  medios suplementados con  efluente. En  los estudios realizados  en medio Kirk con sorbosa y
40%  de  efluente  fue  donde  se  obtuvieron  los  mejores resultados  de  decoloración, que  alcanzó
valores  próximos al 98% en el último día de biotratamiento con el hongo. En estas condiciones se
observó  un  gran incremento de la  actividad lacasa (50 veces) con respecto al  medio control,  que
también  se  produjo a nivel  de la expresión del gen. Además, pudo observarse que el alto nivel de
transcritos,  en el  medio con  efluente, coincidió  con la máxima decoloración y  que la disminución
en  la  velocidad  de decoloración coincidió con  la pérdida  de actividad  lacasa. Esta  asociación se
confirmó  mediante el  análisis  de la  correlación entre  los niveles  de transcritos y  la  velocidad de
decoloración.  El  coeficiente de correlación fue  del  87,4%, lo que significa  que  en esa medida la
variación  de la decoloración dependió de la actividad lacasa. Estos estudios ponen en evidencia los
complejos procesos de expresión de los genes donde la composición del medio de cultivo juega un
importante  papel (Broda y col.  1996).
Se  realizó,  además, una  comparación  entre  los  niveles  de actividad  lacasa detectados en  los
diferentes  días de cultivo y  la variación de la decoloración en esos mismos días. Al  comparar las
curvas que representan el comportamiento de estas variables se pudo apreciar que ambas tenían una
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gran  similitud  en su  forma  lo  que  sugirió  que  podían  estar  estadísticamente  relacionadas.  Para
confirmar  esta hipótesis se realizó el análisis de regresión y se calculó el coeficiente de correlación,
que  fue del 90,5 %.  De  esta  manera se  confirmó que  en las condiciones de máxima decoloración
del  efluente  por  C.  gallica,  la  misma  estuvo asociada  significativamente  con  los  niveles  de
actividad  lacasa producida por  el hongo. Estos resultados nos conducen a  deducir que la actividad
lacasa  extracelular parece  desempeñar un  papel  significativo  en  la  degradación  de este  efluente
procedente  de la  industria cervecera.  Sin  embargo, sería  prematuro descartar la  participación  de
otras  enzimas como las peroxidasas o enzimas intracelulares productoras de peróxido de hidrógeno
que  han  demostrado desempeñar  un  papel  importante  en  la  degradación  de  efluentes  en  otras
especies  de hongos basidiomicetos.
Finalmente,  el  ensayo realizado  con caldos  enzimáticos con  alta  actividad lacasa  mostró una
reducción  de las unidades de color del efluente, en las primeras 24 horas de tratamiento. A partir de
aquí  la decoloración prácticamente dejó  de producirse coincidiendo con la pérdida  de la actividad
lacasa.  La  decoloración, al  final  del  tratamiento,  fue de un  14%. Estos  resultados  sugieren una
posible relación entre decoloración y actividad lacasa ya que  la disminución  de las unidades  de
color ocurre cuando en los caldos existe actividad lacasa y cuando ésta se reduce hasta un 80% de
su  valor inicial, en el tercer día de tratamiento, la decoloración deja de producirse. Es importante
destacar  que  en  estos  caldos  se  midieron  las  actividades  de las enzimas lignina  y  manganeso
peroxidasa  no detectándose ninguna de ellas.
D’Annibale y colaboradores (2000), realizaron un ensayo de la degradación de un efluente
procedente de la industria del aceite de oliva, incubando este efluente con 5,  10 y 50 unidades de
actividad lacasa de  la  cepa Lentinus  edodes,  durante 2  horas a  35°C,  produciéndose una
disminución  de  42,  65  y  78%,  respectivamente  del  contenido  total  de  fenoles  presente  en  el
efluente.  En  nuestro  ensayo  se  utilizó  1 unidad  de  actividad  lacasa,  por  lo  que,  aunque  ni  los
efluentes  ni las condiciones son las mismas y no pueden compararse, el valor de decoloración más
bajo obtenido en nuestro estudio (14%) puede deberse a la poca cantidad de enzima utilizada en el
tratamiento. Aunque hay que señalar que el principal inconveniente en este experimento fue la poca
estabilidad  de la enzima en estas condiciones, en presencia del efluente. Tsioulpas y colaboradores
(2002)  en estudios realizados  con Pleurotus  spp. en el tratamiento de efluentes 0MW  observaron
como  la  actividad  lacasa,  después  de  12  días  de  incubación  disminuía  rápidamente.  Un
experimento  complementario con  lacasa  comercial demostró  que  la  actividad lacasa  se  reducía,
también  rápidamente,  en  presencia  de  estos  efluentes,  demostrando  que  tal  disminución  era
independiente  de  la presencia del hongo. Una explicación posible es  que los productos generados
por la lacasa inhibían a la enzima por sí mismos. Sin embargo, en este experimento bservaron una
precipitación de la proteína en el efluente 0MW en paralelo a la reducción de la actividad lacasa.
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Por  lo  tanto,  podría  concluirse  que  podría  ocurrir  una  precipitación  de  la  lacasa junto  con  los
polímeros  insolubles  en  agua  formados  por  los  productos  de  la  reacción  de  la  enzima.  Los
productos  de  reacción  de  la  lacasa  se  polimerizan  espontáneamente  para  formar  agregados
insolubles  en agua (Martirani y col.,  1996). En nuestro ensayo  podría  estar  ocurriendo  algo  similar
ya  que  los  taninos,  presentes  en  nuestro  efluente,  tienden  a  formar  enlaces  covalentes con  las
proteínas  mediante reacciones de polimerización oxidativa como resultado, entre otros, de la acción
de  una  polifenoloxidasa,  como  es  el  caso  de  la  lacasa  (Reed,  1995). Además,  los  taninos  son
considerados  inhibidores de  enzimas,  mediante  la  privación  de  sustratos  y  de  iones  metálicos
(Reed,  1995; Chung y  col.,  1998), por lo que  pudieran estar  inhibiendo la actividad de la enzima
lacasa.  Todo esto son explicaciones tentativas que requieren confirmación, pero de lo que no cabe
duda  es de la importancia de la lacasa en la degradación de este efluente.
4.4.  El efluente de la industria cervecera como posible inductor de Ja actividad lacasa.
Los  hongos basidiomicetos de podredumbre blanca, en general, muestran gran diversidad en su
respuesta  a  las  sustancias  que  pueden  actuar  como  inductores  potenciales  de  las  lacasas.  En
principio,  estas diferencias sólo se describieron a nivel bioquímico, pero actualmente el avance de
los  estudios moleculares ha  permitido comprobar que las respuestas a  un  mismo inductor en
diferentes especies de hongos, e incluso en genes de una misma familia de lacasas en determinados
organismos,  pueden  variar  por estar  sometidos  a  una  regulación  diferencial  de  la  transcripción
(Mansur  y col.,  1998;  Palmieri  y  col.,  2000;  González  2001;  González  y col., 2003b).
Es  bien conocido que los compuestos aromáticos pueden desempeñar un papel fundamental en
la  inducción de  la  actividad lacasa en  los  basidiomicetos. En  1953,  Fáhraeus y  Lindeberg
describieron que la producción de lacasas en diversas especies  de Polyporus  (Trametes) estaba
influenciada  por la adición de compuestos fenólicos al medio de cultivo. Posteriormente numerosos
autores  han  continuado  estudiando  el  efecto  de  gran  variedad  de  compuestos  aromáticos  sobre  la
actividad  lacasa  de  distintas  especies  de  hongos,  entre  estos  compuestos  se  encuentran  sustancias
como  flavonoides  (Pickard  y  Westlake,  1970; Ardon y  col.,  1998),  ácidos  ferúlico,  vainíllico  y
p-hidroxibenzoico (Leonowicz y Trojanowski, 1975; Farnet y col., 1999; González, 2001) ácido
tánico (Carbajo y col., 2002), 2,5-xilidina (Eggert y col., 1996b), alcoho veratrílico (Mansur y col.,
1997; Scheel y col., 2000; Arana-Cuenca y col. 2004), ácidos aromáticós fenólicos y no fenólicos
(Sethuraman  y  col.,  1998),  así  como  distintas  sustancias  fenólicas  de  bajo  peso  molecular
(Koroljova-Skorobogat’ko  y  col.,  1998).  Además  de  esta  lista  de  inductores  potenciales  de  lacasa,
se  ha  demostrado  recientemente  que  algunos  alcoholes  alifáticos  (Lee  y  col.,  1999)  y  efluentes
lignocelulósicos (Lorenzo y col.,  2002)  también  tienen  un  efecto  similar.
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El  incremento en los niveles  de actividad lacasa en C. gallica y otros hongos de podredumbre
blanca  debido a la presencia de diversos tipos de efluentes industriales, en los medios de cultivo, ha
sido  observado  con  frecuencia  (Ardon  y  col.,  1998;  Pérez  y  col.,  1998;  Calvo y  col.,  1998;
González  y col., 2000; Tsioulpas y col., 2002), y la presencia de taninos ha sido descrita en algunos
de  estos  estudios  (Maestro-Dúrán y  col.,  1993;  Yagüe y  col.,  2000).  Así,  se  ha  visto  como  el
-   basidiomiceto C. gallica produce un aumento en el nivel de la actividad lacasa cuando en el medio
de  cultivo  existe  la presencia  de efluentes  de  la industria  papelera (Calvo  y  col.,  1998; Zapico,
1999).  Carbajo y colaboradores (2002), estudiaron el efecto del ácido tánico, como posible inductor
de  la producción de  la actividad lacasa  en C.  gallica,  produciéndose un  aumento evidente de  los
niveles  de lacasa extracelular, corroborados con un  aumento en los niveles de transcripción del gen
cglccl,  cuando  el  hongo  era  crecido  en  medios  de  cultivo  suplementados  con  diferentes
concentraciones de ácido tánico.
Resultados  similares se  obtienen con  el basidiomiceto Trametes  sp. 1-62, cuando es cultivado
en  presencia  de  efluentes  de  la  industria  de  destilación  de alcohol  a  partir  de  mieles  de  caña
(Mansur  y  col.,  1997; González y col.,  2000;  González,  2001),  sugiriendo un  efecto  inductor de
este  efluente sobre los distintos genes de lacasá de este basidiomiceto.
Nuestros  resultados obtenidos en medios de cultivo con 40% de efluente apuntan también a una
posible  inducción de la  actividad lacasa de C. gallica  en presencia del efluente. Así,  cuando este
hongo  fue  crecido en medio  Kirk con  efluente (40%) la  actividad lacasa  detectada fue 20  veces
superior  a la  encontrada en los medios controles. Igual ocurrió cuando este  medio fue modificado
variando la fuente de carbono, entonces, la actividad lacasa detectada fue 100 veces superior al
control, en los medios con glucosa 5X  (5OgfL), y  16 veces superior en los medios sin fuente de
carbono. En el medio Kirk, que contenía sorbosa, se observó un incremento de 50 veces en los
niveles de actividad lacasa extracelular detectados en estos medios con  efluente con respecto a los
controles,  correlacionados con  un aumento en los niveles  de la transcripción del gen  cglccl  de C.
gallica.  Con lo que  el efecto de inducción del  efluente se  estaría  produciendo a  ambos niveles, a
nivel  de la actividad lacasa extracelular y a nivel de la expresión del gen.
Efluentes  derivados  de  la  extracción  del  aceite  de  oliva  han  mostrado  ser  inductores  de  la
actividad  lacasa  de  diversos  hongos  basidiomicetos.  Estos  efluentes  contienen  catecol,  ácido
cafeico,  3,4-dihidroxifeniletanol y otros compuestos aromáticos (D’Annibale y col., 2000), que son
tóxicos  para  los microorganismos,  pero a  la vez  inductores potenciales de las  lacasas  (Tomati y
col.,  1991; Martínez-Nieto  y  col.,  1992; Piperidou y  col.,  2000). Este es  un  efecto  normal
producido  por  moléculas  extremadamente  tóxicas,  como  los  diferentes  tipos  de  xilidina,  que
resultan ser uno de los mejores inductores de actividad lacasa en hongos (Soden y Dobson, 2001).
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Tsioulpas y colaboradores, en 2002, observaron una inducción de la actividad lacasa de Pleurotus
spp.  en medios que contenían el 75% de este tipo de efluentes y observaron que la inducción de la
actividad  lacasa  dependió de  la  proporción de  los  efluentes  en  el  medio  del  crecimiento.  Los
valores  más altos  de actividad fueron  detectados cuando  el  efluente contenía  una  concentración
fenólica  de 2,55 gfL. Tomati y  colaboradores (1991) observaron como la  máxima actividad lacasa
se producía en cultivos de Pleurotus ostreatus en presencia del efluente derivado de la industria del
aceite cuando el contenido fenólico del mismo era de 1,5 g/L. El efluente utilizado en este estudio
posee una concentración fenólica de 1,5 g/L, si bien en nuestros resultados no podemos apreciar
una  relación entre  la inducción y  la concentración fenólica ya que todos nuestros estudios, en los
que  se detectó actividad lacasa, fueron realizados en medio líquido con la misma concentración del
efluente  (40%). En un  futuro, sería  interesante abordar un estudio desde  este  punto  de vista  para
poder  optimizar las condiciones de cultivo de manera que se obtenga  una  mayor  actividad lacasa
extracelular, con el objetivo de una posible aplicación biotecnológica.
Pérez  y  colaboradores  (1998)  utilizaron  el  basidiomiceto  Phanerochaete fiavido-alba en  el
tratamiento  de  estos mismos  efluentes (0MW)  y  observaron una  gran inducción de  la  actividad
lacasa  en los cultivos  conteniendo  estos efluentes. Los  resultados de  esta  publicación confirman
que  este  efluente  tiene  influencia  sobre  la  producción  de  las  enzimas  ligninolfticas  por
Phanerochaete  flavido-alba,  que  las  enzimas  manganeso  peroxidasa  son  las  enzimas
predominantes  en la  decoloración por P. flavido-alba, y que la lacasa, no solamente está presente
sino que es fuertemente inducida en tales cultivos.
El  efluente objeto de nuestro estudio contiene, entre otros, taninos  y compuestos fenólicos que
han  sido demostrados como inductores de la actividad lacasa  de diversos hongos. En los estudios
realizados  en la caracterización del efluente por la técnica de Pi-CG-EM se detectaron productos de
pirólisis como el guaiacol, catecol, 2,6-dimetoxifenol y 4-vinilguaiacol. El guaiacol fue utilizado
por  Robles y colaboradores (2000) en el medio de cultivo para  el crecimiento de nueve cepas del
hifomiceto  Chalara  paradoxa,  aisladas de las aguas  residuales de  los molinos de aceitunas,  para
inducir  síntesis  de  lacasas.  Estudios  de  inducción  de  la  actividad  laçasa  realizados  en  nuestro
laboratorio,  con el basidiomiceto  Trametes  sp. 1-62, mostraron que  el uaiacol  fue  el mejor de los
monómeros aromáticos ensayados como inductores tanto a nivel de la actividad lacasa extracelular,
como a nivel de la expresión de los genes de lacasa (González, 2001). Otros estudios  con  diez
Trametoides  demuestran  la  capacidad  del  alcohol veratrílico para  inducir  actividad  lacasa en  la
mayor  parte de las cepas ensayadas (Arana-Cuenca y col. 2004). El catecol, presente en efluentes
0MW,  también fue  detectado como producto de pirólisis de  las muestras  analizadas de  nuestro
efluente  y  ha  sido  descrito  como  un  inductor  de  la  actividad  lacasa.  Otros  de  los  productos
detectados en la caracterización del efluente de la industria cervecera fueron el 2,6-dimetoxifenol y
135
Discusión
el  4-vinilguaiacol.  Este  último  compuesto  ha  sido  descrito  como  producto  de  pirólisis  del  ácido
ferúlico,  el  cual  ha  mostrado  ser  un  inductor  de  la  actividad  lacasa  de  los  basidiomicetos
Marasmius  quercopliilus  (Farnet  y  col.,  1999),  Pycnoporus  cinnabarinus  1-937  (Otterbein  y  col.,
2000)  y  Trametes  sp. 1-62 (González, 2001). El 2,6-dimetoxifenol y  el  4-vinilguaiacol fueron
analizados  como inductores de  la  actividad lacasa  del  basidiomiceto Trametes sp.  1-62,
obteniéndose buenos resultados de aumento de la actividad lacasa a nivel extracelular (González,
2001).
En  uno de los trabajos más recientes con este tipo de efluentes procedentes de la industria del
aceite de oliva, Díaz y colaboradores (2004) observaron como el basidiomiceto Euc-1 mostró una
alta  capacidad para disminuir los compuestos fenólicos presentes en el efluente. Dos fracciones de
lacasa  (Laci  y  Lac2) fueron separadas por  cromatografia. El  efluente indujo fuertemente la
producción  de  Lac2  que  estaba casi ausente en  medio líquido  definido.  Además,  Lac2  era  la
fracción  principal  de  lacasa  en  presencia  de  estos  efluentes.  En  el  presente  trabajo,  los  estudios
realizados  mediante  la  electroforesis  de  las  proteínas  nativas  contenidas  en  las  muestras
procedentes  de los distintos ensayos,  en cultivos líquidos, mostraron una inducción del efluente
sóbre  la actividad lacasa detectada. Los resultados observados en estos geles de proteínas con
actividad  lacasa sugieren la  posibilidad de  que el  efluente esté potenciando o  induciendo la
actividad de otras isoformas de la proteína, o de otras proteínas distintas, que no son detectadas en
los  medios controles, debido a los diferentes patrones de proteínas observados. Así,  en las muestras
con  efluente se observaron dos bandas  de  lacasa  muy  intensas,  en  los  días  de  máxima  decoloración
y  actividad  en  el  medio  de cultivo,  que  no  se  detectaron  en  los  medios  controles,  en  los  que  sólo
apareció una banda de lacasa. Además, en aquellos días de tratamiento con C. gallica  en los que se
produjo un aumento en las unidades de color en los medios de cultivo, apareció otra banda, de más
bajo  peso molecular aparente, que no se detectó en otros días del ensayo. Como se sabe, las
enzimas  ligninolíticas  son  familias de proteínas que muestran diferencias en la  especificidad de
sustrato  y  con  funciones  diferenciadas  y  que  se  activan  de  acuerdo  a  las  condiciones de crecimiento
(Pasti-Grigsby  y col.,  1992;  Mansur  y  col.,  2003).  Panus  tigrinus  produce  diferentes  tipos  de  lacasa
que  tienen  funciones  de  desfenolización,  polimerización  y  una  de  ‘ellas  evita  reacciones  de
repolimerización  (Leontievsky  y  col.,  1999).  Es  posible  que,  en  éstas  condiciones,  se  esté
potenciando  la  producción  de  posibles  isoformas  de  la proteína lacasa, de  entre  las  cuales  una  de
ellas  puede estar produciendo reacciones de polimerización del efluente, aumentando el color del
mismo (Leonowicz y col.,  2001).
El  aspecto estrellado de los  agregados del  micelio fue  uno  de  los  cambios  morfológicos
ocurridos en  los  cultivos  en  los  que  se  observó  una  mayor  inducción  de  la  actividad  lacasa,  y  la
aparición de las protuberancias del micelio, en estos medios con efluente, coincidió en general con
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los  máximos  de  actividad  de  la  enzima.  Mansur  y  colaboradores  (1997)  describieron  esta  misma
morfología  en  cultivos  de  Trametes  sp.  I62  crecidos  en  cultivos  con  altas  concentraciones  de
nitrógeno,  en  los  cuales se  detectó  inducción  de  la  actividad  lacasa.  Estudios  realizados  con  esta
misma  cepa,  con  efluentes derivados de la  producción de alcohol a partir de  melazas  de  caña  de
azúcar  y  con  sustancias  inductoras  de  la  actividad  lacasa  de  este  hongo,  mostraron  como  se
producía  el aspecto estrellado  de los agregados del micelio  en estas condiciones en las cuales se
produjo  una inducción de las distintas actividades lacasa de este hongo a nivel de la expresión de
sus  genes  (González,  2001).  Por  lo  que  se  sugiere  que  la  formación  de  protuberancias  podría ser un
mecanismo,  desarrollado  por  el  hongo,  para  favorecer  la  liberación  de  grandes  cantidades  de  la
enzima, al medio de cultivo, a través del  aumento  de  la  superficie  de  excreción  y  a  su  vez acelerar
los  procesos de degradación.
De  todos  estos  resultados  podemos  deducir  que  el  efluente  procedente  de  la  industria  cervecera
en  sí  mimo  o  los  diferentes compuestos  fenólicos  que  contiene,  actúan  como  inductores  de  la
actividad  lacasa  del basidiomiceto  C. gallica.
45.  El gen cglcclA: ¿Un alelo de cglccl?
La  identificación de un  gen  de lacasa en C. gallica,  el gen  cglccl,  fue descrita por  Calvo en
1995.  En el  mencionado estudio, la  autora,  tras  observar  el análisis  de Southern biot,  sugería la
posibilidad  de que o bien existen dos o ms  genes de lacasa en este hongo o que el gen descrito
produce las  distintas formas enzimáticas detectadas en  diferentes experimentos. Calvo y
colaboradores  (1998) observaron que la secuencia del extremo amino terminal  de la proteína, que
se  dedujo de la secuencia del gen cglccl  de C. gallica,  no coincidía con  la de la proteína purificada
a  partir  de  los  sobrenadantes  de cultivos  de  C. gallica  en  medio Kirk.  Al  realizar  un  estudio
mediante  electroforesis  en  condiciones  desnaturalizantes  para  analizar  la  proteína  purificada
observaron  una  única  banda  que  correspondía  a  un  peso  molecular  de  84  kDa,  mientras  que  al
realizar  la  electroforesis en  condiciones  no  desnaturalizantes se  detectaron  cuatro bandas,  cuyo
punto isoeléctrico fue analizado, mediante isoelectroenfoque, y correspondió para tres de ellas  a
4,15,  4,20  y  4,27.  El  que  solamente  fueran  detectadas  tres  bapdas  de  actividad  en  el
isoelectroenfoque  indicó que dos de las bandas que aparecieron en la electroforesis en condiciones
no  desnaturalizantes, contenían el mismo punto  isoeléctrico. Todos estos datos les llevó a concluir
que  estas cuatro bandas  de lacasa  podrían ser  debidas  a  isoenzimas que  diferían en  el grado  de
glicosilación o  en  otras  modificaciones  postranscripcionales  y  sugirieron  la  posibilidad  de  la
existencia de distintas formas alélicas que pudieran explicar la producción de estas isoenzimas.
Zapico,  (1999),  realizó  diversos  estudios  en  busca  de  un  segundo  gen  de  lacasa  en  C. gallica,
sin  embargo,  no  obtuvo  ningún  resultado  que  permitiera  demostrar  la  existencia  de  un  nuevo  gen.
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A  pesar de ello, observó diferentes formas enzimáticas en los zimogramas de lacasas realizados en
condiciones  de  decoloración de  efluentes procedentes  de la extracción de  celulosa de Eucalyptus
globulus  mediante un tratamiento termo-alcalino, o en presencia de compuestos como el colorante
polimérico  Azul  de Ramazol. En los zimogramas este autor observó un patrón de dos bandas más
intensas  que  se  detectaban  en  condiciones  de  decoloración.  Estas  dos  bandas intensas  también
fueron  detectadas  en  nuestro trabajo  en condiciones  de  máxima decoloración  del efluente  de  la
industria cervecera sí como en los trabajos realizados por Calvo (1995) en cultivos de C. gallica
con efluente alcalino de una industria papelera.
En  1999,  Zapico  realizó  la  síntesis,  clonaje  y  secuenciación  del ADNc  del  gen  cglcclÁ  de
C.  gallica.  A través de la comparación de la secuencia del ADNc con la correspondiente al ADN
genómico,  se  confirmaron  las  estructuras predichas  por  Calvo (1995),  en  cuanto al  número  de
intrones  y su disposición, y se  dedujo la secuencia de la proteína correspondiente. La  discusión de
las  características estructurales de este gen, y su relación evolutiva con los genes de lacasa de otros
basidiomicetos  se analiza ampliamente en los trabajos de Calvo (1995) y Zapico (1999).
En  el  presente  trabajo  se  aisló,  clonó  y  secuenció  un  ADNc  de  lacasa  de  C.  gallica  cuya
secuencia difiere en 9 sustituciones de bases respecto a la del gen  cglccl,  lo que implica  una
identidad del 99,2% a nivel de las proteínas. La realización de un análisis de PCR-RFLP permitió
aislar  la secuencia correspondiente de ADN  genómico y confirmar  varias de las diferencias debidas
a  estas  sustituciones  de  nucleótidos, por  lo  que  se  confirmó  la  existencia  de  un  gen  de  lacasa
diferente  de cglccl,  denominado cglcclA.
La  multiplicidad  de  genes  que  difieren  solo en pequeños  cambios  en  sus  secuencias  de
nucleótidos  es frecuente en hongos. Sin embargo, la gran similitud entre genes puede estar asociada
a  la  duplicación de  genes  que  llegan  a  conformar  familias,  o  ser  simplemente el  resultado de
diferençias  alélicas.  Se  han  descrito  familias  de  lacasas  en  diferentes  especies  de  hongos
basidiomicetos.  También,  aunque  menos  frecuentes,  varios  trabajos  han  dado  a  conocer  las
secuencias  de alelos de estos genes. Casualmente, la primera descripción de genes de lacasa de un
basidiomiceto  correspondió al  aislamiento de los ADNc, y de las  secuencias de ADN genómicos
que  codifican para dos formas alélicas de lacasas de Coriolus hirsutus (Kojima y col.,  1990). Las
secuencias  de las regiones codificantes  de estos  alelos difieren en  18 sustituciones de bases,  que
resultan  en  una  única  sustitución  de  aminoácidos  en  las  secuencias  de  las  proteínas
correspondientes.  En Rhizoctonia  solani,  basidiomiceto del cual se han aislado cuatro genes de una
familia  de lacasas, se han descrito además dos secuencias de ADNc  que difieren en relativamente
pocas  sustituciones de bases respecto a  los correspondientes ADN genómicos. Estas sustituciones
dan  lugar a cambios de 5 y 4 aminoácidos en las secuencias de las proteínas deducidas a partir de
los  genes lcc3 y lcc4, respectivamente, por lo que los autores proponen que representan formas
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alélicas  de estos genes (Wahleithner y col.,  1996). Zhao y Kwan (1999) han descrito dos secuencias
genómicas  que  constituyen  variantes  alélicas  del  gen  laci  de  Lentinula  edodes.  Estos  alelos
difieren  en  45  nucleótidos  que  resultan  en  siete  aminoácidos  diferentes  en  las  proteínas
correspondientes. Por  último, recientemente González y  colaboradores (2003a) demostraron la
existencia de un nuevo gen de lacasa en Trametes sp. 1-62 y  discutieron la  posibilidad  de  que
constituyera una forma alélica del gen cglccl  de esta cepa, basándose fundamentalmente en que las
regiones  codificantes difieren sólo en nueve sustituciones de bases, localizadas fundamentalmente
hacia  el  extremo 5’ del gen, y  que resultan  en  dos cambios  en los  aminoácidos de las  proteínas
correspondientes.
Si  comparamos las diferencias existentes entre los pares de alelos reportados para las cuatro
especies  de  basidiomicetos anteriores, y  las encontradas entre  los  genes cglccl  y  cglcclA  de C.
gallica,  es posible sugerir que estas secuencias pertenezcan también a formas alólicas de un  mismo
gen  de lacasa.
El  trabajo realizado por Calvo (1995) sugirió la existencia de dos genes de lacasa en C. gallica,
debido  a  que en  los análisis por  Southern Blot se  detectaron dos bandas en  algunas de  las
digestiones realizadas. Una de  estas digestiones, en  la  que aparecieron estas dos  bandas  de
hibridación con una  sonda homóloga, fue  la producida por la  enzima  de restricción Sac  1. Si se
tiene  en cuenta que uno de los cambios de nucleótidos que caracteriza a cglcclA  es el que implica
la  pérdida del sitio de reconocimiento para la enzima de restricción Sac  1, entonces esa banda
adicional observada en la hibridación del Southern Blot, podría corresponder a  la hibridación de
cglcclA.
Para  confirmar de un  modo definitivo que los genes cglcclA  y cglccl  son alelos, sería de gran
utilidad realizar  estudios de la distribución de los genes en los cromosomas de C. gallica mediante
electroforesis de campo pulsante, así como obtener micelio monocariótico y estudiar la segregación
de  los genes en los monocariontes. Esto ayudaría a profundizar en el estudio de las lacasas de este
basidiomiceto, que por su gran potencial para futuras aplicaciones bioteenológicas, resulta muy
interesante seguir investigando.
4.6.  Expresión heteróloga del gen de lacasa cgkclA  de Coriolopsis gdlica  en Saccharomyces
cerevisiae.
En  el  presente trabajo  se  realizó  la  síntesis del ADNc  de un  gen de  lacasa  de C. gallica,  su
clonaje,  secuenciación y expresión en Saccharomyces cerevisiae. Al secuenciar el ADNc donado
se  encontraron  diferencias  con  respecto  al  gen  de  lacasa  cglccl  de  C.  gallica,  que  han  sido
discutidas anteriormente, por lo que no haremos referencia a ello en este apartado de la discusión.
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Los  estudios realizados en  medios sólidos confirmaron que  las  levaduras transformadas
producen la lacasa recombinante y la secretan al medio en forma activa, lo que se pudo apreciar por
el  cambio de color de los distintos sustratos utilizados para detectar la enzima.
Para  estudiar la producción de la lacasa recombinante por las levaduras transformadas crecidas
en  medios  líquidos se  analizó en primer lugar la expresión del gen mediante RT-PCR. De esta
manera  se  confirmó  que  su  transcripción  sólo  se  produce  al  añadir  galactosa  a  los medios  de
cultivo,  tal y como había de esperarse al estar donado  bajo un promotor inducible por este azúcar.
A  continuación  se  realizaron  diferentes  pruebas  para  cuantificar  la  actividad  enzimática.  En
algunos  de los  ensayos realizados se  consiguió detectar  actividad lacasa  extracelular. A  pesar de
que  los  valores fueron tan bajos  que  no pudieron ser  cuantificados espectrofotométricamente, se
evidenció  que la proteína activa puede secretarse al  medio de cultivo, y que el péptido señal nativo
del  gen cglcclA  se procesa correctamente. Esto se confirmó además en los ensayos realizados con
el  caldo  enzimático  libre  de  células  de  las  levaduras  transformadas  en  los  que  se  produjo  la
oxidación  del  ABTS  después  de  24  horas  de  ser  añadido  el  sustrato  y  de  su  incubación  en
oscuridad,  mientras  que  en  los  controles preparados  a  partir  de  los  caldos  de las  levaduras  no
transformadas  con el gen cglcclA  no se detectó ningún  cambio de color de este sustrato.  Soden y
colaboradores  (2002) realizaron el clonaje molecular de un  gen de lacasa de Pleurotus sajor-caju y
su  expresión en Pichia pastoris.  En este estudio observaron que el péptido nativo del gen era más
efectivo  en  la  secreción y  la  maduración de  la proteína  que  el  comúnmente usado  factor  a  de
Saccharomyces  cerevisiae.  Este  último  dio  lugar  a  la  producción de  lacasa  activa  intracelular,
probablemente  debida al procesamiento inadecuado de este péptido, según indicaba el color verde
oscuro  (por oxidación del ABTS)  de las colonias transformadas.  Otros estudios que  comparan la
efectividad  de  los  péptidos  señal  nativos  con  el  factor  a  de  Saccharomyces  cerevisiae  en  la
secreción  de lacasas recombinantes, muestran resultados que difieren. Así, mientras la cantidad de
lacasa  Lcd  de Trametes versicolor producida en Pichia pastoris fue siete veces superior utilizando
el  péptido  señal nativo en  comparación  con  la  actividad  secretada  utilizando  el  factor  a  de S.
cerevisiae  (J6nsson y col.,  1997), los niveles  de producción de  la isoforma Laci  de Pycnoporus
cinnabarinus  en Pichia pastoris  fueron muy similares en ambos casos (Otterbein y col., 2000). En
nuestro  estudio  no  se  observó,  en  ningún  caso, que  las  colonias  de  levaduras  transformadas
adquirieran  el  color  verde  característico  de  la  oxidación  del  ABTS  sino  que  esta  coloración
apareció  siempre alrededor de las colonias y  difundió en el  medio de cultivo por lo que podemos
afirmar  que  el  péptido  sefíal nativo  del  gen  cglcclA  de  C. gallica  es  reconocido y  procesado
correctamente  por  la  levadura,  lo  que  permite  la  secreción  de  la  enzima  activa  al  medio
extracelular.  Un  estudio  realizado  en  nuestro  laboratorio por Arana, en  2002, mostró que  las
levaduras  Yarrowia lipolytica y Kluyveromyces lactis transformadas con  el gen  de lacasa  cglcclA
de  C. gallica producían la  proteína heteróloga anclada a  sus paredes celulares y no  se secretaba al
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medio  extracelular.  La  autora  concluye  que  el  motivo  de  que  la  proteína  no  fuera  secretada
correctamente  podría  deberse a  la  estructura  de la  proteína  heteróloga  y  no  a  la  maquinaria de
reconocimiento  del péptido señal de la levadura. Nuestros resultados indicaron que Saccharomyces
cerevisiae sí fue capaz de procesar el péptido señal y de secretar correctamente la proteína, de lo
que  se puede deducir que la  especie utilizada como hospedador es un factor importante a tener en
cuenta en los estudios de expresión heteróloga de lacasas en levaduras.
Se  realizaron estudios adicionales de la actividad lacasa de las levaduras transformantes en
medios sólidos con el fin de optimizar las condiciones de cultivo para lograr posteriormente una
mayor  secreción de  la  enzima en  medios líquidos. El  vector de  expresión pYES2, posee el
promotor pGAL, inducible por galactosa y reprimible por glucosa. Esta característica ofrece la
ventaja  de  que  los  cultivos  de  las  levaduras  transformadas se  pueden  mantener en  un  modo de
“expresión  apagada”, disminuyendo así la selección de células mutantes que no estén expresando la
proteína  durante la fase de crecimiento celular, como resultado de la carga metabólica agregada en
las  células o del efecto tóxico potencial producido por la sobreexpresión de la proteína heteróloga.
Sin  embargo, en  nuestro estudio la  utilización del  vector de  expresión pYES2 supuso el
inconveniente de que las cepas de Saccharomyces cerevisiae W303-lb transformadas no crecieron
bien  en los medios que contenían solamente galactosa como fuente de carbono. En los estudios
realizados utilizando manosa como fuente de carbono adicional, conjuntamente con galactosa, la
actividad  lacasa detectada visualmente a través  del cambio de color de los medios de cultivo con
ABTS  fue  mucho  mayor.  Esto  puede  ser  debido  al  mayor  crecimiento de  las  levaduras
transformadas  y/o  a  la  mayor secreción  de la  enzima, ya  que  se  ha  descrito que  la  presencia de
manosa en los medios de cultivo facilita la secreción de las proteínas (Goto y col., 1999). Arana
(2002),  realizó estudios similares con las levaduras Yarrowia lipolytica y Kluyveromyces lactis
transformadas con el gen cglcclA de C. gallica, pero no  detectó diferencias en la secreción de la
proteína  recombinante al añadir manosa al medio de cultivo, en ninguno de los dos casos. Como se
mencionó  con  anterioridad,  en ambas  levaduras  la  lacasa  quedaba  anclada a  la  pared celular  en
ambas  levaduras, por  lo que  en  este caso  la  manosa sólo hubiese podido  facilitar el  crecimiento
celular  y no la secreción de la lacasa.
Otro  de  los  parámetros  que  puede  influir  en  la  producción  de  laéasas  recombinantes es  la
concentración  final  de sulfato  de cobre en el  medio de cultivo (Cassland y  Jnsson,  1999; Gelo
Pujie  y col.,  1999). Al aumentar la  concentración de  este compuesto, y  del sustrato ABTS, en los
medios  sólidos  se  logró  detectar  visualmente  un  notable  aumento  de  la  actividad  lacasa,  sin
embargo  este efecto no se produjo en los cultivos líquidos.
Uno  de los  factores  que  influyó notablemente en  la cuantificación espectrofotométrica de  la
actividad  enzimática fue el tipo de sustrato utilizado y varios resultados demostraron que  el ABTS
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no  era el más apropiado para medir la producción de las lacasas recombinantes de nuestro estudio.
Al  medir  la actividad lacasa  producida por  las levaduras transformadas en cultivo  líquido de las
levaduras  transformadas se producía una reacción de reducción del ABTS que alteraba la correcta
cuantificación  de  la  actividad  enzimática,  y  que  daba  lugar  a  una  disminución gradual  de  la
absorbancia,  dando valores “negativos” de actividad lacasa. Esto hizo  pensar que debía existir, en
el  medio de cultivo, algún metabolito o enzima producida por la levadura de manera extracelular o
anclada  a  membrana,  que  estaba  interfiriendo  en  la  reacción  de  la  proteína  heteróloga  con  el
sustrato,  y por  lo tanto en la detección de la  actividad lacasa. Este  mismo efecto de reducción del
sustrato  ABTS se había observado en medio sólido, donde se  veía que el medio de cultivo se hacía
gradualmente  más claro, incluso blanquecino, en los sectores de la placa donde se inoculaban las
levaduras  control. Quizás esta  reducción del ABTS se produjo también en los otros sectores de las
placas  inoculados con  las levaduras  transformadas pero  fue  enmascarado por  la  oxidación  del
ABTS  por la lacasa recombinante que coloreó el medio con el verde  oscuro característico de  esta
reacción  En  contraste  con  los  sustratos  fenólicos  que  forman  las  quinonas,  el  potencial  de
oxidación  del  ABTS  no  es  dependiente  del  pH  dentro  de  un  rango comprendido  entre  2  y  11
(Hünig  y col.,  1964), por lo que este efecto no puede ser atribuido al bajo pH de los cultivos de las
levaduras  transformadas.  Sin  embargo,  no  hay  que  descartar  la  posibilidad  de  que  en  estas
interferencias  en la medición estén participando  componentes presentes  en el medio de cultivo de
las  levaduras. Johannes y Majcherczyk (2000b) realizaron un  estudio para  comprobar la eficiencia
de  diversos  compuestos  orgánicos descritos  como  inhibidores  de  la  enzima  lacasa.  Entre  estos
compuestos  inhibidores se había descrito a  la cisteína. Sin embargo, estos autores demostraron que
este  aminoácido no  era tal inhibidor de la actividad enzimática sino que su adición de cisteína a la
mezcla  de reacción de  la  enzima  con  el  sustrato resultaba  en una  decoloración  inmediata de  la
solución,  probablemente debida a  la  reducción  del ABTS  a  ABTS.  No  obstante, el  cambio de
color  del  ABTS  fue  detectado  cuando  las  muestras  fueron  incubadas  durante  30  minutos
adicionales,  y  la  cisteína  al  parecer  había  sido  consumida.  Las  pruebas  realizadas  con  otros
compuestos  supuestamente inhibidores  de la  lacasa  corroboraron estos  resultados y  demostraron
que  algunos de estos compuestos orgánicos no son tales inhibidores sino que se  comportan como
reductores  de los productos oxidados que son producidos por la acción ¿le la  lacasa. El aumento de
la  absorbancia debido a la oxidación del ABTS por la lacasa, detectado a partir de los 20 minutos
desde  el  inicio de la  medición, en los estudios realizados con caldos enzimáticos concentrados de
las  levaduras transformadas, podría sugerir la existencia de algún compuesto presente en el medio
de  cultivo, como por ejemplo aminoácidos, que al igual que la cisteína estuviera interfiriendo en la
medición,  reduciendo  los  productos  de  oxidación  de  la  lacasa.  Al  saturarse  este  metabolito  se
lograría  la oxidación del ÁBTS restante. Esto explicaría el retardo en el aumento de la absorbancia
debida  a la oxidación del ABTS por la lacasa y llamaría la atención sobre el hecho de que entonces
los  valores  de  esta  actividad  enzimática  registrados  en  estas  condiciones,  están  siendo
142
Discusión
subestimados.  Cuando se  utilizó  2,6.-dimetoxifenol como  sustrato  de  la  lacasa  de  las levaduras
transformadas  se  consiguió  eliminar el  efecto  de  interferencia debido  a  la  reducción del  ABTS,
pero  la  medición de la  absorbancia no  resultó válida para  la  detección de la  actividad lacasa.  La
razón  fue que los valores de actividad que se  obtuvieron fueron positivos, tanto en las muestras del
cultivo de las levaduras transformadas como en las de los controles. Similares resultados fueron
observados por Arana (2002) en Kluyveromyces lactis y Yarrowia lipolytica transformadas con el
gen  de lacasa de  C. gallica.  Esta autora plantea que la determinación de la actividad lacasa, con
este  sustrato  puede  estar  interferida  por  la  adición  de  CuSO4 a  los  medios  de  cultivo.  Este
compuesto  estuvo  presente en todos los ensayos de nuestro estudio. El único sustrato que funcionó
adecuadamente  en  las  mediciones de  actividad  lacasa  en  todos  nuestros  análisis  fue  la
siringaldazina. Bulter y colaboradores (2003) también utilizaron este sustrato para la detección de
lacasa  de  un  gen de Myceliophthora termophila expresada en  Saccharomyces cerevisiae y  lo
compararon con el ABTS, obteniéndose valores más altos de actividad lacasa con la siringaldazina,
•  lo  que confirma que este compuesto pudiera ser un buen sustrato para futuros ensayos de actividad
lacasa  de este sistema de expresión heterólogo.
La  acción de proteasas liberadas por las levaduras al medio de cultivo, que pueden degradar las
proteínas expresadas de manera heteróloga (Jonssony col., 1997; (llover y col., 1997; Flores y col.,
1999; Otterbein y col., 2000), fue otro factor analizado para tratar de explicar los bajos niveles de
actividad lacasa detectados en  los  medios líquidos. Diversos estudios realizados con levaduras
transformadas con genes de  lacasa de diferentes basidiomicetos han descrito que el pH de los
medios de cultivo disminuye a 3, aproximadamente, durante el primer día de incubación y que este
pH  tiene un efecto perjudicial en los niveles de la enzima recombinante (Jiinsson y col., 1997;
GeIo-Pujic y col., 1999). Este efecto puede ser debido, al menos en parte, a  la activación de las
proteasas ácidas y a la pérdida de la estabilidad enzimática a estos pH’s tan ácidos (Soden y col.,
2002).  J5nsson y  colaboradores (1997), observaron que era importante el uso de un medio de
cultivo tamponado a pH 6,0 para poder obtener actividad lacasa en los cultivos líquidos de Pichia
pastoris,  transformada con el gen que codifica para  una lacasa de Trametes  versicolor.  Una de las
posibles explicaciones es  que a  pil’s  más ácido pueden actuar proteisas ácidas destruyendo la
proteína  recombinante.  En  nuestros  estudios  con  las  levaduras transformadas no  se  detectó
actividad lacasa en las muestras de los cultivos líquidos con medios amponados a pH 6, ni en
aquellos en los que se añadió un preparado de inhibidores de proteasas. Los medios tamponados
mantienen solamente el pH en períodos cortos de tiempo y se ha demostrado que son inadecuados a
menos que el pH se vaya regulando durante el crecimiento de las levaduras (Jnsson  y col., 1997).
O’Callaghan  y  colaboradores,  en  2002,  describieron  el  uso  de  alanina  como  un  componente
adicional  en el  medio de cultivo tamponado que mantiene el pH  inicial  del  medio durante todo el
crecimiento  de  la  levadura  Pichia pastoris  transformada  con  el  gen  de  lacasa de  Trametes
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versicolor. Estos mismos resultados han sido comprobados por Soden y colaboradores (2002) en
los  cultivos de  Pichia pastoris transformada con  el  gen de  lacasa de  Pleurotus sajor-caju,
utilizando medios tamponados suplementados con 0,8% de alanina. Este dato es de gran interés
para tener en cuenta en futuros ensayos con nuestras levaduras transformadas.
Se analizó también el efecto de la temperatura de incubación sobre la producción de la enzima
recombinante en cultivos líquidos de Saccharomyces cerevisiae, teniendo en cuenta que se ha
comprobado que la producción de enzima activa, debida a la expresión heteróloga de un gen de
lacasa  de Trametes  versicolor  en esta especie de levadura, depende de la temperatura de cultivo
(Cassland y J5nsson,  1999). Estos autores demuestran que la producción de la enzima activa se vio
favorecida  a temperaturas bajas de incubación,  siendo  la actividad de  16 veces  más alta después  de
tres  días a una temperatura de 19 oc  en comparación con  la obtenida a 28  °C. En el presente trabajo
también  se  ensayaron  dos temperaturas de  incubación  diferentes: 21  y 30  °C, en los  cultivos  de  las
levaduras  transformadas. Sin embargo, no se pudo analizar la influencia de la temperatura sobre la
actividad  de la enzima, ya que en ninguno de los dos casos se detectó actividad lacasa.
Los  valores  de  actividad  lacasa  detectados  en  los  medios  de  cultivo  de  las  levaduras
transformadas fueron de 0,107  mUA/ml a  las  36 horas  de incubación. Este  nivel  de expresión es
bajo  en  comparación  con  la  actividad lacasa alcanzada con C. gallica, en  otros  ensayos  de
laboratorio. El principal problema de los sistemas de expresión heteróloga de genes de lacasa de
hongos basidiomicetos en levaduras es el bajo nivel de producción de las proteínas recombinates.
La  mayoría de estos estudios de expresión de los genes de lacasa muestran con éxito la producción
de  la  enzima recombinante tanto  en medio  sólido  como  en líquido,  sin  embargo los  niveles  de
actividad  alcanzados  en  medios  líquidos  son  normalmente  bajos.  Larsson  y colaboradores (2001)
describen una actividad de 0,66 mU/ml después  de  optimizar  las  condiciones de fermentación.
Yasuchi  y  colaboradóres  (1990)  mostraron una  expresión  de  Smg/litro de  lacasa  de  Coriolus
hirsutüs.  Ninguna de  estas lacasas expresadas en Saccharomyces cerevisiae fue purificada ni
caracterizada. La lacasa de Trametes versicolor fue expresada en Pichia pastoris, pero ni el nivel
de  expresión ni la caracterización de la proteína recombinante fue publicdo  (J5nsson y col., 1997).
En  otros  estudios similares se  describen valores  de producción de lacása  de Trametes  versicolor
expresada  en  Pichia  pastoris,  de  11 mg  de  lacasallitro,  pero  la  actividad  específica  era
extremadamente  baja  (0,65 U/mg)  (Gelo-Pujic y  col.,  1999) comparado  con  la  misma enzima
expresada en la cepa silvestre del hongo (40  U/mg) (Xu y col.,  1996). La  lacasa de Pycnoporus
cinnabarinus fue expresada en Pichia pastoris con valores de 8 mg/litro. La enzima recombinante
no  fue aislada ni caracterizada (Otterbein y col., 2000). Uno de los últimos trabajos realizados en
expresión de lacasas en levaduras es el publicado  por  Bulter  y  colaboradores,  en  2003.  Estos
autores  utilizan técnicas de mutagénesis dirigida para aumentar los niveles de actividad de la lacasa
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(MtL)  de  Myceliophthora  thermophila  expresada  en  Saccharomyces  cerevisiae.  Con  ello  se
consiguió  aumentar  170 veces  la  actividad de  la  proteína  recombinante  en comparación  con  la
producida  por  la  cepa  silvestre.  La  actividad  específica  de  la  cepa  mutante  después  de  10
generaciones (35 U/mg medida con siringaldazina) fue comparable a  la actividad específica en
Aspergillus  oryzae (36 U/mg). Esta  es  la  más alta actividad lacasa producida por  levaduras
transformadas descrita hasta el momento en la bibliografia consultada.
Entre  los  problemas que  afectan la  producción de  proteínas recombinantes por  hongos
filamentosos  y  levaduras,  en  una  reciente  revisión  se  señalan,  la  estabilidad  del  ARNm,  el
incorrecto procesamiento del pre-ARNm, las limitaciones a nivel post-translacional, os problemas
de  translación y translocación, y  el  control  de calidad en  el retículo  endoplásmico. A los  que  se
pueden  oponer algunas soluciones como son el cambiar la secuencia primaria del gen,  mejora de la
estabilidad  de  ARNm  por  fusión  con  genes  altamente  expresados  y  mejoras  a  nivel
post-translacional  que pueden apuntar  a utilizar genes  sintéticos con codones  de uso optimizados,
fusión  de un  gen  altamente  expresado al  extremo 5’ de  un  gen  heterólogo, sobreproducción de
foldasas y/o chaperonas y la utilización de cepas proteasa-deficientes. Este conjunto de medidas
pueden contribuir a mejorar la producción y secreción de las proteínas de interés en este caso las
enzimas oxidantes producidas por hongos basidiomicetos (Gouka y col. 1997).
En  cualquier caso, no hay que descartar la posibilidad de continuar esta investigación utilizando
otro tipo de microorganismos hospedadores del gen de lacasa de C. gallica tales como los sistemas
de  expresión en hongos filamentosos. La producción de proteínas fungicas, tanto homólogas como
heterólogas, por hongos filamentosos on normalmente más eficientes que las levaduras y alcanzan
niveles  de producción de gramos/litro (Gouka y  col., 1997). En nuestro caso, decidimos probar con
el  sistema de expresión en levaduras para responder a algunos intereses de la  industria cervecera,
en  el tratamiento de sus efluentesy  el mayor  interés radica en que Saccharomyces  cerevisiae  es  la
especie  utilizada  en  el  proceso  de fabricación  de  la  cerveza.  Yaver  y  colaboradores,  en  1999,
expresaron la  lacasa  de Coprinus cinereus en Áspergillus oryzae encontrando rendimientos 20
veces más altos en la producción de la proteína recombinante que en la cepa silvestre del hongo
basidiomiceto, pudiéndose utilizar en aplicaciones industriales. Con la expresión del gen lacasa de
Pycnoporus  cinnabarinus  en el deuteromiceto Aspergillus  níger  (Record y col., 2002) se obtuvo el
mas  alto nivel de actividad descrito hasta el momento (7000 UA/L  en el día 10 de incubación). Esta
gran  producción,  junto  con  el  hecho  de  que  no  hay  hiperglicosilación,  hace  que  este
microorganismo transformado sea una buena alternativa para el escalado del proceso.
La  expresión del  gen cglcclÁ de C.  gallica  en Saccharomyces  cerevisiae,  resulta  interesante
desde  el punto de vista de una  posible aplicación biotecnológica. Si bien queda mucho trabajo por
realizar,  para  optimizar  tanto  los  sistemas  de  detección  de  la  actividad  lacasa  de  la  proteína
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recombinante,  como los  sistemas de producción de esta  enzima por  las levaduras transformadas,
puede  plantearse  la  posibilidad  de  su  utilización  en  el  tratamiento  de  efluentes  de  la  industria
cervecera  de  muy  diversas  maneras.  Una  de  ellas  sería  la  posibilidad  de  producir  grandes
cantidades  de la  enzima recombinante y,  una vez purificada, utilizarla para  decolorar el efluente,
pues  se  ha  demostrado en  el  presente trabajo,  la  importancia  de  la  enzima  en  los  procesos  de
decoloración.  El hecho de que esta enzima no es muy estable en presencia de estos efluentes podría
ser resuelto quizás inmovilizándola p ra eliminar la posible iñestabilidad e la proteína debida a su
precipitación  con  los  taninos  del  efluente.  Las  lacasas  pueden  ser  también  utilizadas  en  la
estabilización  de  la cerveza (Minussi  y  col.,  2002), por  lo que  puede sugerirse  la posibilidad  de
agregar  la enzima durante el proceso de fabricación como ha sido propuesto por Mathiasen (1995).
Según  este autor una alternativa al tratamiento tradicional, con filtros de PVPP o PVPP insoluble,
sería  el agregar  una  lacasa  al  final  del proceso,  ya  que  el  oxígeno  no  es  deseado en la cerveza
terminada,  con  lo  que  la  adición  de  lacasa  podría eliminar cualquier exceso de  oxígeno,
aumentando la vida de almacenamiento de la cerveza, al degradar parte de los polifenoles que
puedan permanecer en la misma. Rossi y colaboradores, en 1988 y Giovanelli, en 1989, ya habían
planteado  el potencial de la utilización de lacasa en la estabilización de la cerveza.
Quizás  el mayor  interés  en cuanto a  la  realización de la  expresión heteróloga  de lacasas  en
Saccharomyces cerevisiae radica en que esta es la especie utilizada en el proceso de fabricación de
la  cerveza. Sería de gran importancia realizar la expresión del gen cglccL4 en cepas industriales y
estudiar  su  efecto sobre  las características  de la  cerveza y  los  efluentes  generados. También es
necesario  valorar  la  integración  de  este  gen  en  el  genoma  de  la  levadura  para  garantizar  su
estabilidad  sin necesidad de recurrir  a presión selectiva.
Con  este  trabajo hemos  intentado profundizar en algunas  de  las múltiples posibilidades  que
pueden  surgir  al  utilizar  los  hongos  basidiomicetos  de  podredumbre  blanca  yio  sus  enzimas
oxidantes  extracelulares en diversas aplicaciones biotecnológicas, como es el caso de la utilización
de  Coriolopsis  gallica  en el tratamiento  del efluente procedente de la industria cervecera. Además,
con  este estudio se ha llegado a una mejor comprensión de los aspectos fisiológicos, bioquímicos y
moleculares  de  la  degradación  del  efluente  por  este  hongo  y  a  verificar  la  importancia de  la
actividad  lacasa que parece desempeñar un papel significativo en este proceso.
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1.  El  efluente  de  la  industria  cervecera  analizado  en  este  trabajo  y  del  que  no  existen
descripciones  previas,  presenta  parámetros  contaminantes  para  el  medio  ambiente  tales
como  un  pH  alcalino,  un  intenso  color  marrón  oscuro,  una  elevada  demanda  química  de
oxígeno  y  una  alta  concentración  de  compuestos  polifenólicos,  principalmente  taninos.
2.  El  basidiomiceto  Coriolopsis  gallica  crece  mejor  en  medios  sólidos  suplementados  con
efluente  que  en  los  controles,  lo  que  sugiere  que  los  componentes  del  efluente  pueden  ser
utilizados  como  nutrientes  por  el  hongo.  La  decoloración  del  efluente  producida  por
C. gallica,  comenzó  antes  y  fué  más  elevada  en  comparación  con  la  de  otros  dos
basidiomicetos ensayados, Phanerochaete chrysosoporium y  Trametes sp. 1-62, lo  que
demuestra su mayor capacidad para degradar este tipo de residuos.
3.  El  tratamiento  del  efluente  en  medios  líquidos  con  C.  gallica  permite  disminuir
significativamente  la  demanda  química  de  oxígeno y  el  color  inicial  del  efluente  de la
industria  cervecera.
4.  Concentraciones del 100% de efluente resultan tóxicas para  el crecimiento  del hongo, que
sin  embargo toleró porcentajes  muy altos  de efluente (80%) en medios de cultivo sólidos.
En  medio  líquido,  concentraciones  de  60%  de  efluente  provocan  cierta inhibición del
crecimiento de C. gallica, al inicio del tratamiento.
5.  En  las  condiciones  ensayadas  en  este  estudio,  C.  gallica  sólo  produjo  lacasa,  como
principal  enzima  ligninolítica,  y  no  se  detectaron  ni  manganeso  ni  lignina  peroxidasa.
Tampoco se observó producción de la enzima tanasa por este hongo.
6.  Los  niveles  de  transcritos  de  lacasa  de  C.  gallica  están  correlacionados  significativamente
con  la  actividad de  la enzima  en los medios  de cultivo. La  adición de efluente en medio
líquido  provoca  un  incremento  de  la  actividad  lacasa  extraceular  y  el  aumento  en  los
niveles  de transcritos del gen de lacasa de C. gallica.
7.  La decoloración del efluente con C.  gallica  alcanza  valores máximos cuando el hongo se
cultiva  en condiciones desfavorables o  estresantes para  su crecimiento, como la  ausencia
de  fuente de carbono o  la presencia de sorbosa en los  medios de cultivo. La  decoloración
del  efluente  y  el  crecimiento  del  hongo  resultan  más  eficientes  en  un  medio  definido
(medio Kirk) que en un medio completo (medio 7).
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8.  Los  mejores resultados  de  decoloración del  efluente en  medios  líquidos están  asociados
significativamente  con los más altos niveles de actividad lacasa detectados en el medio de
cultivo.  Asimismo es posible obtener decoloración del efluente “in vitro” utilizando crudos
enzimáticos con alta actividad lacasa en los que no se detecta actividad lignina peroxidasa
ni  manganeso peroxidasa.
9.  El  patrón de  bandas  de  los  zimogramas de  lacasas  es  muy diferente  en  los  medios  con
efluente,  respecto a los medios control, destacándose los primeros por presentar una mayor
intensidad de las bandas y bandas adicionales en diferentes condiciones de cultivo.
10.  Se describe la secuencia de un ADN complementario de lacasa de Coriolopsis gallica  que
difiere  en  nueve  sustituciones  de  bases  respecto  a  la  deducida  a  partir  de  la  región
codificante  del gen cglccl .  La  presencia del nuevo gen, denominado cglcclA,  se confirmó
por  PCR-RFLP y se sugiere que los dos genes podrían ser alelos.
11.  Saccharomyces cerevisiae reconoce y procesa  correctamente el péptido  señal  del gen  de
lacasa  cglcclA  y secreta  la proteína heteróloga de forma activa al  medio extracelular. La
expresión  de la enzima recombinante en medios sólidos fue máxima en medio mínimo con
ABTS (10  mM), CuSO4 (0,4 mM) y  utilizando 75%  y  25% de galactosa y  manosa
conjuntamente como fuentes de carbono. En medios líquidos también se detectó actividad
lacasa recombinante utilizando ABTS  y siringaldazina como sustratos.
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